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Encimska pretvorba 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) do 2,5-
furandikarboksilne kisline (FDCA)  in karakterizacija 




Glede na naraščajoči trend svetovne populacije, izčrpavanje fosilnih virov in glede na 
očitne podnebne spremembe, je razvoj zelenih in trajnostno naravnanih tehnologij čedalje 
bolj pomemben. Lignocelulozna biomasa je bogato prisoten obnovljiv vir iz katerega 
lahko proizvajamo vrsto platformskih kemikalij. Primer je 5-hidroksimetilfurfural 
(HMF), produkt dehidracije glukoze in fruktoze, ki ga pridobivamo z depolimerizacijo 
celuloze. HMF lahko preko tristopenjske oksidacije pretvorimo do 2,5-
furandikarboksilne kisline (FDCA). Slednjo je Ameriški Sektor za Energijo (DOE) uvrstil 
na seznam 12 najpomembnejših platformskih kemikalij pridobljenih iz biomase. FDCA 
ima zaradi strukturne podobnosti s tereftalno kislino priložnost izpodriniti ogromen delež 
fosilno-osnovane  polietilen-tereftalatne (PET) plastike in jo zamenjati z bioplastiko. 
Tristopenjsko oksidacijo HMF do FDCA lahko dosežemo po kemijski poti, vendar ta 
zahteva uporabo dragih katalizatorjev, visokega tlaka in temperature ter toksičnih 
organskih topil. V zadnjem času zasledimo porast raziskav usmerjenih v encimsko 
oksidacijo HMF do FDCA, ki je precej bolj ekološka, saj ta poteka pri sobnem tlaku in 
temperaturi. V magistrskem delu smo tristopenjsko oksidacijo HMF do FDCA razdelili 
na posamezne intermediate in testirati katalitično aktivnost šestih komercialno dostopnih 
encimov: alkohol oksidaze, galaktoze oksidaze, katalaze, lakaze, lignin peroksidaze in 
hrenove peroksidaze. Aktivnost encimov smo testirali na vse intermediate v omenjeni 
oksidacijski poti. Katalitične aktivnosti so bile nizke z izjemo, ko je bil substrat 5-formil-
2-furankarboksilna kislina (FFCA), ki je bila v nekaterih primerih pretvorjena v FDCA z 
izkoristki večjimi od 80 %. Določili smo tudi nekatere fizikalno-kemijske lastnosti 
kislinskih derivatov HMF, kjer smo ugotovili, da slednji v raztopinah tvorijo asociate. 
Kislinskim derivatom HMF smo na podlagi kvantnomehanskega pristopa izračunali 
elektronsko gostoto in določili njihove pKa vrednosti. 
 
Ključne besede: bio-osnovane kemikalije, 2,5-furandikarboksilna kislina, FDCA, 5-
hidroksimetilfurfural, HMF, encimska sinteza FDCA, medmolekulska asociacija 
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Enzymatic conversion of 5-hydroxymethylfurfural (HMF) to 
2,5-furandicarboxylic acid (FDCA) and characterisation of 




With the rapid growth of the world population and continuing depletion of petroleum 
reserves, green approaches using renewable resources for the production of chemicals 
will be required. Lignocellulosic biomass is an abundant, inexpensive, and sustainable 
resource from which platform chemicals can be derived. 5-Hydroxymethylfurfural 
(HMF) is derived from cellulose via dehydration of glucose and fructose. HMF can be 
further converted to 2,5-furandicarboxylic acid (FDCA) through three-step oxidation. 
The latter is listed as one of twelve top biomass-derived value-added chemicals by the 
American Department of Energy (DOE). The most promising application of FDCA is the 
replacement of fossil-based terephthalic acid in synthesis of polyethylene terephthalate 
(PET) plastics. Three-step oxidation of HMF to FDCA can be achieved via chemical 
pathway, but it requires special catalysts, high pressure and temperature and organic 
solvents which make process environmentally unfriendly and costly. A lot of research has 
been recently pointed into enzymatic conversion of HMF to FDCA which, by contrast, 
requires mild conditions such as room pressure and temperature, producing less toxic 
waste and is thus eco-friendlier. In present master thesis we studied catalytic activity of 
six commercially available enzymes: alcohol oxidase, galactose oxidase, catalase, 
laccase, lignin peroxidase and horseradish peroxidase in field of oxidising HMF to 
FDCA. We broke down the aforementioned three-step oxidation to separate reactions to 
determine all the possible substrates as well as reaction products for each individual 
enzyme. The product yields obtained with these single-enzyme reactions were mostly 
low, except in case when the substrate was 5-formyl-2-furancarboxylic acid (FFCA), 
where some of the yields of the conversion of FFCA to FDCA exceeded 80 %. We have 
also determined some of the physical properties of the HMF acid derivatives, where we 
found that they form associates in solutions. Based on quantum mechanics approach we 
calculated electron density for each exanimated HMF acid derivative as well we 
determined corresponding pKa values. 
 
Key words:  bio-based chemicals, 2,5-furandicarboxylic acid, FDCA, 5-





Kemija igra poglavitno vlogo na številnih področjih moderne družbe. Kemijska 
industrija, kot jo poznamo danes, je med drugim izjemno napredna na področju umetnih 
mas, saj omogoča proizvodnjo različnih polimerov z zelo specifičnimi lastnostmi. Njihov 
spekter uporabe je zelo širok in so nepogrešljivi tako pri vsakdanjih stvareh kot so 
embalaža, premazi, lepila, kot tudi npr. v biomedicini, kjer služijo kot dostavni sistemi za 
zdravila, vsadke, membrane za umetne ledvice, materiali za hitrejše celjenje ran itd. 
Nobena izmed ostalih skupin materialov nima tako različnih lastnosti in načinov uporabe. 
To nas privede do spoznanja, da moderen način življenja ne bi bil mogoč brez uporabe 
polimernih materialov, saj ti nudijo rešitve za najrazličnejše potrebe današnje družbe [1].  
 
Kemijska industrija je kljub temu, da ponuja izjemno širok nabor uporabnih produktov, 
pogosto na udaru kritik zaradi precejšnjega zanašanja na fosilne vire in s tem povezanega 
vpliva na okolje. Pereč problem je tudi akumuliranje nevarnih odpadkov in proizvodnja 
produktov, ki jih ni mogoče reciklirati, hkrati pa jih ob koncu življenjske dobe ni mogoče 
enostavno uničiti. Vlade v razvitejših državah, ponekod pa tudi že v državah v razvoju, 
višajo globe, povezane z onesnaževanjem, dvigajo cene odlaganja odpadkov in višajo 
davke na skladiščenje večjih količin nevarnih kemikalij. V luči naštetega je kemijska 
industrija tako rekoč prisiljena k razvoju in uporabi okolju bolj prijaznih tehnologij [2].  
 
Trenutno nabor bio-osnovanih produktov predstavlja le majhen delež proizvodnje 
kemijske industrije. Masovna uporaba materialov, ki so derivati fosilnih virov, za seboj 
pušča zaskrbljujoč vpliv na okolje, kar predstavlja grožnjo celotnemu človeštvu [2]. 
Slednje sili današnjo družbo k trajnostni naravnanosti in uporabi ogljično-nevtralnih 
virov. Evropska Unija je že sprejela zakone za zmanjšano uporabo materialov, ki močno 
bremenijo okolje, prav tako usmerja oz. spodbuja raziskave in razvoj ekološko prijaznih 
materialov, ki temeljijo na naravnih virih [3].  
 
Evropska Komisija je 11. decembra 2019 predstavila evropski zeleni dogovor – najbolj 
ambiciozen sveženj ukrepov, s pomočjo katerega naj bi Evropa do leta 2050 postala prva 
podnebno nevtralna celina na svetu. Ukrepi, ki jih spremlja časovni načrt ključnih politik, 
zajemajo zmanjšanje izpustov CO2, naložbe v vrhunske raziskave in inovacije ter 
ohranjanje evropskega naravnega okolja. Z naložbami v zelene tehnologije, trajnostne 
rešitve in nove možnosti za podjetja, zeleni dogovor predstavlja novo evropsko strategijo 
rasti. Za doseganje podnebno nevtralnega cilja je Evropska Komisija 4. marca 2020 
predlagala evropski podnebni zakon, ki bo politično zavezo spremenil v pravno 
obveznost in sprožilec za naložbe. EU bo že zgolj v naslednjih 10 letih v te namene 
investirala 1 bilijon (ang. Trillion) EUR [3]. V tem kontekstu je smotrno pričakovati, da 
bo tudi kemijska industrija okrepila raziskave in razvoj trajnostno naravnanih tehnologij 
in bio-osnovanih produktov. 
 2 
Biomasa predstavlja pomembno platformo za doseganje podnebno nevtralnega cilja. 
Slednja velja za edini trajnostno naravnan vir organskega ogljika na Zemlji. Nastaja v 
procesu fotosinteze, kjer se s pomočjo sončne svetlobe porabljata atmosferski CO2 in 
voda. Veliko pozornosti je usmerjene na lignocelulozno biomaso, ki predstavlja najbolj 
razširjen obnovljiv vir biomase na našem planetu. Ogromno študij dokazuje, da ima 
lignoceluloza velik potencial za trajnostno proizvodnjo kemikalij in goriv, hkrati pa lahko 
pomembno prispeva k zmanjšanju emisij CO2 in onesnaženosti atmosfere. Glavna 
komponenta lignocelulozne biomase je celuloza, ki zaradi svojih lastnosti, kot so 
obnovljivost, bio-kompatibilnost in bio-razgradljivost, predstavlja najresnejšega tekmeca 
nafti [1].  
 
Sicer poteka mnogo debat o tem, katero vrsto biomase je smotrno uporabiti za 
proizvodnjo goriv in kemikalij. Prva generacija bio-obnovljivih virov je namreč temeljila 
na rastlinskih oljih, škrobu in sladkorjih, iz katerih je mogoče sintetizirati biodizel in 
etanol. Glede na to, da svetovna populacija strmo narašča in na Zemlji živi že več kot 7,7 
milijard ljudi, je uporaba teh virov postavljena v zelo neugoden položaj, saj bi to pomenilo 
tekmovanje s prehrambno industrijo. Iz stališča trajnosti so se razvile metode druge 
generacije izrabljanja bio-obnovljivih virov, ki temeljijo na lignocelulozni biomasi. 
Slednja ima prednost pred ostalimi viri biomase, saj le-ta ne predstavlja užitne hrane za 
človeško populacijo. Z ekonomskega vidika je mogoče lignocelulozno biomaso 
proizvesti  hitreje in z nižjimi stroški v primerjavi z ostalimi kmetijskimi viri biomase, 
kot so koruza, soja in sladkorni trs. Prav tako je signifikantno cenejša od nafte [1], [4], 
[5]. 
 
Pomemben vir biomase na katerega se velja osredotočiti, so ostanki v gozdarstvu (npr. 
zeleni obrez), kmetijstvu (gnile poljščine, presežek poljščin) in ostanki v prehrambni 
industriji, ki se letno akumulirajo v velikih količinah in največkrat končajo na kompostih, 
kar dodatno povzroča resne okoljske težave. S pomočjo uporabe inovativnih bio-
osnovanih tehnologij lahko omenjeni »biološki ostanki in odpadki« predstavljajo 
potencial za proizvodnjo produktov z visoko dodano vrednostjo hkrati pa takšen 
gospodarski model pripomore k zaokroževanju zank snovnih tokov [2]. 
 
Razvoj ustreznih tehnologij pretvorbe lignoceluloze v kemikalije in polimere ostaja 
zahteven izziv. Lignocelulozna biomasa se je namreč tekom evolucije razvila v material, 
ki je zelo odporen na razgradnjo. Za spreminjanje kemijskih in fizikalnih lastnosti 
lignoceluloze so potrebne predhodne obdelave, ki pa so pogosto energijsko in finančno 
zahtevne. Čeprav je lignocelulozna biomasa v naravi bogato prisotna in pogosto dokaj 
poceni, je glavni izziv pretvorbe v kemikalije z dodano vrednostjo visoka selektivnost in 
ekonomska upravičenost postopka. Širom sveta potekajo obsežne raziskave, ki 




1.1 Struktura in viri lignocelulozne biomase 
 
Lignocelulozno biomaso po izvoru delimo na gozdno in kmetijsko. Na sploh predstavlja 
velik delež cenovno dostopnih surovin za proizvodnjo biogoriv, bioproduktov in 
kemikalij z visoko dodano vrednostjo. Letno naj bi v naravi nastalo 200 milijard ton 
lignoceluloze. Slednja je v glavnem zgrajena iz celuloze, hemiceluloze in lignina, kar je 
shematsko predstavljeno na sliki 1 na naslednji strani. Našteti polimeri so organizirani v 
kompleksne 3-dimenzionalne strukture, njihov masni delež pa se spreminja glede na vrsto 
rastline. Npr. v posušenem trdnem lesu je v povprečju prisotne 40-45 % celuloze, 24-40 
% hemiceluloze in 18-25 % lignina. Za primerjavo, v sredici koruznega storža je prisotne 
27-45 % celuloze, 13-17 % hemiceluloze in 14-31 % lignina [6],[7]. 
 
Celuloza je najpogostejši polimer v naravi, sestavljen iz D-glukoz povezanih z -1,4 
glikozidno vezjo. V primerjavi s škrobom, kjer so monosaharidne enote med seboj 
povezane z α-1,4 glikozidno vezjo, je pri celulozi zaradi vodikovih vezi zamreženost 
polimera še toliko večja, zato hidroliza težje poteče. Razgradnjo celuloze na monomerne 
enote dosežemo z obdelavo z raznimi kislinami ali pa z uporabo encimov. Pri razklopu 
celuloze pogosto nastajajo tudi produkti dehidracije glukoze, ki lahko otežijo uporabo 
mikroorganizmov v sledečih korakih obdelave. Zanimanje za razvoj učinkovitih in 
cenovno ugodnih metod za razgradnjo celuloze je veliko, saj je ocenjeno, da je polovico 
vsega ogljika v naravi vezanega prav v tem polimeru [1], [7]. 
 
Za celulozo je hemiceluloza drugi najpogosteje prisoten polimer v naravi. Za razliko od 
celuloze ima naključno in amorfno strukturo, ki jo tvorijo različni heteropolimeri kot so 
ksilan, galaktomanan, glukuronoksilan, arabinoksilan, glukomanan in ksiloglukan. Za 
mehek les je bolj značilna prisotnost glukomananov, za trd les pa predvsem prisotnost 
ksilanov. Heteropolimeri hemiceluloze so sestavljeni iz različnih petčlenskih (C5) in 
šestčlenskih (C6) monosahardnih enot. Najpogostejši pentozi sta ksiloza in arabinoza, 
med heksozami pa se največkrat ponavljajo manoza, glukoza in galaktoza. V primerjavi 
s C6 sladkorji je pentozo težje fermentirati. Dehidracija C5 sladkorjev lahko privede do 
furfurala, ki že kar nekaj časa znan kot platformska kemikalija. Uporabnost slednjega 
sega vse od topil, smol, dodatkov h gorivom, itd. Platformske kemikalije oz. prekurzorske 
kemikalije so spojine iz katerih je mogoče s pomočjo kemijskih postopkov pridobiti še 
vrsto drugih spojin [1], [8]. 
 
Lignin je amorfen, razvejan, hidrofoben polimer, sestavljen iz fenilpropanskih podenot, 
ki so med seboj povezane z etrskimi vezmi (C-O-C) in vezmi ogljik – ogljik (C-C). 
Robustne aromatske C-O-C etrske vezi predstavljajo veliko težavo pri razgradnji na 
monomerne enote. Lignin je komponenta celične stene skoraj vseh kopenskih rastlin. 
Njegova unikatnost je v tem, da je edini bogato prisoten vir biomase, ki odraža aromatsko 




Slika 1: Lignocelulozna biomasa je v glavnem zgrajena iz celuloze, hemiceluloze in lignina. Celulozo tvorijo 
monomerne enote D-glukoze, povezane z -1,4 glikozidno vezjo, hemiceluloza je sestavljena iz pentoz (najpogostejši 
sta ksiloza in arabinoza) in heksoz (najbolj zastopane enote so manoza, glukoza in galaktoza). Lignin je polimer, ki 
sestoji iz fenilpropanskih podenot. Prirejeno po: [1]. 
 
1.2 Razklop lignocelulozne biomase 
 
Eden od glavnih ciljev predobdelave lignocelulozne biomase je ločba v tri glavne 
komponente: celulozo, hemicelulozo in lignin. Obdelava v enem koraku, kot je npr. 
piroliza, v tem primeru ne pride v poštev. Efektivna ločba zahteva kar nekaj korakov 
predobdelave lignoceluloze, kar s seboj prinese tudi visoke stroške. V procesu 
predobdelave se spremenijo karakteristike medsebojnega povezovanja posameznih 
komponent, kar poveča dostopnost encimov do omenjenih polimerov oz. olajša  nadaljnjo 
kemijsko razgradnjo lignoceluloze [11]. 
 
Predobdelava lignoceluloze je lahko mehanska, kemijska, biološka ali kombinacija 
slednjih [11]. Nekatere izmed metod zajemajo mletje, obdelavo z mikrovalovi, vodno 
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paro, superkritičnim CO2, SO2, alkalno hidrolizo, encimsko predobdelavo itd. Bistvo 
predobdelave je, da se podre fizična struktura lignoceluloze in se tako omogoči oz. olajša 
nadaljnje delo ločbe oz. izolacije posameznih komponent [12].  
 
Na sploh v zadnjem času največ pridobiva na pomembnosti pretvorba lignoceluloze v 
osnovne komponente z namenom pridobivanja celuloze, C5 in C6 sladkorjev ter lignina. 
Razvoj modernih biorafinerij temelji na implementaciji lignocelulozne biomase 
predvsem v spojine z visoko dodano vrednostjo, platformske kemikalije, farmacevtske 




1.3 Kemikalije z dodano vrednostjo pridobljene iz lignocelulozne 
biomase 
 
V primerjavi s fosilnimi organskimi spojinami lingoceluloza vsebuje večji masni delež 
kisika in manj vodika ter ogljika. Zaradi variabilnosti v sestavi je mogoče iz lignoceluloze 
pridobiti več različnih spojin kot iz nafte. Faktor, ki omejuje izkoriščanje potenciala, je 
dokaj nizka razvitost tehnologij za konverzijo lignoceluloze. Slednje le redko dosegajo 
komercialno raven. Nekatere izmed izjem so proizvodnja bioetanola ter fermentacija 
glukoze v laktično kislino [5].  
 
C5 in C6 sladkorji, pridobljeni iz lignoceluloze, predstavljajo odlično izhodiščno točko 
za pretvorbo v vrsto različnih kemikalij. Depolimerizacija celuloze privede do glukoze, 
medtem ko lahko z razgradnjo hemiceluloze pridobimo tako glukozo kot tudi ostale 
heksoze (manoza, galaktoza, ramoza) in pentoze (ksiloza, arabinoza). Trenutno je za 
pridobivanje fermentirajočih sladkorjev v industrijskem merilu še vedno najučinkovitejša 
metoda obdelava lignoceluloze s koncentrirano HCl. Slabost tega postopka je v 
potratnosti, saj HCl ni mogoče v celoti regenerirati. Slika 2 prikazuje 16 skupin bio-
osnovanih kemikalij, ki jih je mogoče pridobiti iz C5 in C6 sladkorjev ter aromatskih 
gradbenih enot lignina [1], [8]. 
 
Spojine, prikazane na sliki 2, lahko pridobimo po kemijski oz. biološki poti. Spojine so 
razporejene v 16 okvirčkov in vsak predstavlja platformo, tj. izhodiščno točko za sintezo 
še preostalih bio-osnovanih spojin. Ameriški urad za energijo (US Department of Energy) 
je med najpomembnejše spojine, ki jih je mogoče pridobiti iz biomase, uvrstil: 1,4-
dikisline (sukcinska, fumarna in malična kislina), 2,5-furandikarboksilno kislino, 3-
hidroksi propanojsko kislino, glutaminsko kislino, asparaginsko kislino, glukarinsko 
kislino, levulinsko kislino, 3-hidroksibutirolakton, itakonsko kislino,  glicerol, sorbitol in 
ksilitol/arabinol. Tudi pretvorba lignina ima velik potencial. Unikatna struktura in 
kemijske lastnosti omogočajo proizvodnjo različnih kemikalij. Lignin je v vrednostnih 
verigah bio-osnovanih produktov najobsežnejši vir aromatskih spojin [1], [14]. 
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Slika 2: Nabor 16 platform bio-osnovanih kemikalij, ki jih je mogoče z ustreznimi tehnologijami pridobiti iz C5 in C6 
sladkorjev ter iz lignina [1]. 
 
Slika 2 služi namenu, da bralcu prikaže veličino potenciala, ki se skriva v lignocelulozni 
biomasi. Poudariti je potrebno, da je na sliki 2 prikazanih 16 platform bio-osnovanih 
kemikalij. Vsaka platforma pa služi kot osnova za načrtovanje in sintezo nadaljnjih spojin 
z želenimi lastnostmi. V nadaljevanju se bomo omejili zgolj na eno, precej perspektivno, 
bio-osnovano spojino - to je 2,5-furandikarboksilna kislina (FDCA). 
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1.4 2,5-furandikarboksilna kislina (FDCA) kot platformska 
kemikalija z visoko dodano vrednostjo 
 
Ameriški urad za energijo (US Department of Energy; DOE) je na listo 12 
najpomembnejših prekurzorskih spojin, pridobljenih iz biomase, uvrstil tudi  2,5-
furandikarboksilno kislino (FDCA). Slednja sestoji iz furanovega obroča, na katerega sta 
na mestih 2 in 5 vezani dve karboksilni skupini (prikazano na sliki 3) [15]. 
 
 
Slika 3: 2,5-furandikarboskilna kislina (FDCA) sestoji iz furanovega obroča, na katerega sta na mestih 2 in 5 vezani 
dve karboksilni skupini [15]. 
 
FDCA je strukturno zelo podobna tereftalni kislini (TPA), ki jo pridobivamo iz nafte. 




Slika 4: Tereftalna kislina (TPA) sestoji iz benzenovega obroča, na katerem sta na mestih 1 in 4 vezani dve 
karboksilni skupini [16]. 
 
Tereftalna kislina je ključna gradbena enota široko zastopanega poliestra PET, ki se 
masovno uporablja za izdelavo oblačil in plastenk. Izpust toplogrednih plinov kot je CO2 
je pereč problem, zato so »naslednje generacije« polimerov bolj trajnostno naravnane in 
s tem okolju prijaznejše. Dober primer tega je FDCA, ki služi kot osnovna gradbena enota 
za proizvodnjo polimerov kot so bio-osnovani poliamidi in poliestri [17]. Produkt 
polikondenzacije FDCA in etilen glikola je polietilen furanoat (PEF). PEF je bio-osnovan 
substitut za PET plastiko, ki jo pridobivamo iz fosilnih virov. Poleg manjšega ogljičnega 
odtisa ima tudi vrsto ostalih superiornih lastnosti v primerjavi s PET. Je manj prepusten 
za pline (6-krat za O2, 6 do 10-krat za CO2 in 2-krat za H2O), kar ga postavlja v vlogo 
odličnega kandidata za izdelavo plastenk za gazirane pijače. Zaradi izboljšanih 
mehanskih lastnosti omogoča proizvodnjo tanjših in s tem lažjih plastenk, kar vodi v 
manjšo porabo materiala na enoto produkta. Ima višjo temperaturo steklastega prehoda 
in hkrati nižjo temperaturo tališča ter je 100 % reciklabilen. Zaradi boljše temperaturne 
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obstojnosti bi lahko izdelke iz PEF čistili pri višji temperaturi v primerjavi s tradicionalno 
PET plastiko. Slika 5 povzema izboljšane fizikalne lastnosti PEF v primerjavi s PET [18]. 
 
 
Slika 5: Polietilen furanoat (PEF) je derivat lignocelulozne biomase. V primerjavi s tradicionalno plastiko PET 
(polietilen tereftalat) ima manjši ogljični odtis,  manjšo prepustnost za določene pline (10-krat manj prepusten za O2, 
6 do 10-krat za CO2 in 3 do 4-krat za H2O), je 100 % reciklabilen, ima nižjo temperaturo tališča in višjo temperaturo 
steklastega prehoda ter izboljšane mehanske lastnosti. Vir: lastno delo. 
Podatek, da je svetovna poraba fosilno-osnovanega PET v letu  2014 znašala 40 milijonov 
ton, za leto 2020 pa je ocenjena na 70 milijonov ton,  dokazuje izjemno priložnost za PEF 
[19].  Glede na to, da je zahteva po »zelenih kemikalijah« čedalje večja, sta Coca Cola in 
Danone javno oznanila, da nameravata razviti in uporabljati plastenke iz PEF. Za 
proizvodnjo tega bio-osnovanega polimera sta podpisala partnerstvo z Avantiumom. Gre 
za podjetje iz Nizozemske, ki je trenutno največji proizvajalec PEF, vendar so 
proizvedene količine tega bio-osnovanega polimera še vedno le na pilotni skali. 
Aplikativna vrednost FDCA je mnogo večja kot le sinteza PEF, saj gre za platformsko 
kemikalijo, ki se lahko uporablja tudi za sintezo ostalih bio-osnovanih produktov, kot so 
poliamidi in poliuretani [10].  
 
Za naftno industrijo je značilno, da dosega visoke dobičke. Slednje je posledica dejstva, 
da s črpanjem nafte nima prav visokih stroškov. Iz tega je mogoče sklepati, da bio-
osnovane kemikalije, ki zgolj posnemajo fosilne tekmece, v precej primerih ne bodo 
doživele uspeha. Naftna podjetja lahko učinkovito ovirajo vstop bio-osnovanih 
substitutov na trg tako, da znižajo ceno nafte, ob tem pa sama še vedno poslujejo z 
dobičkom. To potisne bio-osnovane kemikalije izven cone ekonomske upravičenosti in 
nas privede do pogostega spoznanja »da se stvar ne izplača«. Torej kemikalije, katerih 
edina prednost je biološki izvor, cenovne vojne s fosilno-osnovanimi tekmeci zelo 
verjetno ne morejo dobiti. Povsem druga zgodba so bio-osnovane kemikalije, ki imajo 
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lastnosti, katerih naftni derivati preprosto ne morejo doseči. Primer na mestu je FDCA in 
njene prej opisane superiorne lastnosti v primerjavi s tereftalno kislino. Človek že od 
nekdaj stremi k tehnološkemu napredku, k izboljšavi materialov in prav v doseganju 
izboljšanih lastnosti je priložnost, da bio-osnovane kemikalije izpodrinejo nekatere 
fosilne konkurente.  
 
1.4.1 Kemijska proizvodnja FDCA 
 
Proizvodnja FDCA, se začne z razklopom biomase do osnovnih komponent, med katere 
sodita tudi celuloza in hemiceluloza. S hidrolizo slednjih lahko pridobimo  C6 sladkorje, 
ki jih nato v tristopenjskem procesu dehidracije ob uporabi mineralnih kislin, kovinskih 
soli, organskih topil in ob visokem tlaku ter temperaturi pretvorimo v 5-
hidroksimetilfurfural (HMF). Slednji sestoji iz furanovega obroča, na katerega je na 
mestu 2 vezana aldehidna, na mestu 5 pa hidroksimetilna skupina. HMF lahko nato po 
dveh poteh pretvorimo v FDCA, obe pa zahtevata tristopenjsko oksidacijo. Prva pot 
zajema oksidacijo alkoholne skupine v aldehidno, kar pomeni pretvorbo HMF v 2,5-
diformilfuran (DFF). DFF je dialdehid in oksidacija ene izmed njegovih funkcionalnih 
skupin pripelje do 5-formil-2-furankarboksilne kisline (FFCA), ki je zadnji intermediat 
na oksidacijski poti do FDCA. Do FFCA lahko pridemo tudi po drugi poti, in sicer preko 
oksidacije aldehidne skupine na začetnem HMF, kar privede do nastanka 5-hidroksimetil-
2-furankarboksilne kisline (HMFCA). Oksidacija alkoholne skupine rezultira v pretvorbi 
HMFCA v FFCA. FFCA že ima eno karboksilno skupino vezano na mestu 2, na mestu 5 
pa ima aldehidno skupino. Oksidacija slednje privede do nastanka 2,5-furandikarboksilne 
kisline (FDCA). Celotno pot od biomase do FDCA shematsko povzema slika 6 [7], [18], 
[20].  
 
Slika 6: Shematski prikaz pridobivanja FDCA iz lignocelulozne biomase. Z razklopom lignoceluloze lahko pridobimo 
C6 sladkorje, kot sta glukoza in fruktoza. V tristopenjskem procesu dehidracije heksoz nastaja 5-hidroksimetilfurfural 
(HMF). HMF nato, prav tako v tristopenjskem procesu, vendar sedaj oksidacije, pretvorimo do 2,5-furandikarboksilne 





Tristopenjska oksidacija HMF v FDCA
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Oksidacijo HMF v FDCA lahko dosežemo po kemijski ali biološki poti. Pri kemijski 
pretvorbi se uporabljajo dokaj dragi katalizatorji kot so Au-C, obdelan s Pd, Au-
hidrotalicit, Pt-C, Co/Mn/Br in MnOx-CeO2. Reakcija zahteva visok tlak in temperaturo 
ter dodatek drugih aditivov. Sama pretvorba ni zelo selektivna, saj nastane veliko 
stranskih produktov oz. se ustavi pri določenih intermediatih. Alternativa kemijski 
pretvorbi je biokonverzija. Pretvorba po biološki poti poteka pri sobnem tlaku in 
temperaturi, pri tem ne nastajajo za okolje škodljivi odpadki, ne porabljajo se draga in 
strupena topila, reakcija pa je bolj selektivna, zato nastaja manj neželenih produktov. Za 
uspešno biokatalizo je potrebno zagotoviti ustrezne encime, kar se je v primeru 
pridobivanja FDCA izkazalo kot precej težavno, saj le-teh dolgo niso poznali [10], [20].  
 
 
1.4.2 Biološka oksidacija HMF v FDCA 
 
Lesne glive so raznolika skupina gliv, ki se hranijo z lesom kot organskim materialom in 
s tem povzročajo trohnenje lesa. Skozi evolucijo so razvile encime, ki omogočajo 
razgradnjo še tako trdovratnih spojin kot je lignin in oksidacijo strupenih furanskih 
derivatov, ki nastajajo pri razgradnji lignoceluloze. V procesu razklopa med drugim 
nastaja tudi HMF, ki sestoji iz furanovega obroča, na katerega je na mestu 5 vezana 
hidroksimetilna skupina, na mestu 2 pa aldehidna. Aldehidi sodelujejo pri tvorbi 
reaktivnih kisikovih zvrsti, zato so toksični za celice, saj posredno poškodujejo proteine 
in nukleinske kisline ter nasploh morfologijo organelov. Poleg splošnih značilnosti 
toksičnosti furanski aldehidi inhibirajo esencialne encime v primarnem metabolizmu. 
Tako glive kot tudi ostali organizmi so zato evolucijsko razvili encime, ki pretvarjajo 
aldehide v manj toksične alkoholne ali kislinske derivate. V kontekstu biološke oksidacije 
HMF v literaturi zasledimo tri družine encimov: 1) hem-vsebujoče peroksidaze in 
peroksigenaze, 2) flavin-vsebujoče oksidaze in dehidrogenaze ter 3) baker-vsebujoče 
oksidoreduktaze [10], [21].  
 
1) Hem-vsebujoče peroksidaze in peroksigenaze vsebujejo kofaktor protoporfirin IX. Za 
delovanje peroksidaz je potreben eksogeni H2O2, ki s pomočjo bližnjega His in Arg 
oksidira protoporfirinski kofaktor v okso-feril (Fe4+=O) porfirin radikalski kompleks. 
Slednji je nato reduciran tako, da dvema substratoma odvzame po en elektron in ju 
pri tem oksidira [21], [22]. V literaturi zasledimo kar nekaj predstavnikov hem-
peroksidaz/preoksigenaz, za katere je bilo opaženo, da izkazujejo katalitično 
aktivnost na nekatere intermediate oksidacijske poti od HMF do FDCA. Eden izmed 
prvih znanih encimov, pri katerem je bila opažena katalitična aktivnost na HMF, je 
kloroperoksidaza iz C. fumago. Ta encim je zmožen oksidirati obe, alkoholno in 
aldehidno skupino HMF, in tako kot končen produkt proizvesti mešanico DFF in 
HMFCA [23]. Nespecifična peroksigenaza (UPO) iz A. aegerita katalizira od H2O2 
odvisno hidroksilacijo alifatskih in aromatskih alkoholov  (preko gem-diol 
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intemediatov) v aldehide in nadalje v karboksilne kisline. V relevantnih študijah za 
naš primer so ugotovili, da lahko oksidira HMF v HMFCA in FFCA v FCDA [24].  
 
2) Flavin-vsebujoče oksidaze/dehidrogenaze spadajo v superdružino GMC 
oksidoreduktaz. Ime izhaja iz prvih najbolje okarakteriziranih encimov: glukoza 
oksidaza, metanol oksidaza in holin (ang. choline) oksidaza. Mehanizem oksidacije 
poteče v dveh korakih. V prvem koraku pride do oksidacije substrata in redukcije 
FAD v FADH2, v sledečem koraku pa se flavin reoksidira in odda elektrone kisiku, 
pri čemer nastane H2O2 [25]. Najpogostejša GMC oksidoreduktaza pri lesnih glivah 
je aril-alkohol oksidaza (AAO). Gre za ekstracelularni encim, ki ga glive izločajo v 
svojo mikrookolico z namenom oksidacije lignina, pri čemer kot stranski produkt 
nastaja H2O2. Slednjega za svoje delovanje potrebujejo lignolitične peroksidaze in s 
tem še ojačajo razgradnjo lignoceluloze. V več študijah je bilo dokazano, da AAO iz 
različnih gliv, največkrat pa iz P. eryngii,  učinkovito oksidira HMF v DFF, slednjega 
pa oksidira še naprej v FFCA. AAO je hiperglikoziliran zunajcelični encim, kar mu 
daje robustnost in s tem povečuje potencial v industrijski biotehnologiji [19], [21], 
[24].  Opisana je bila tudi oksidacija HMF do FDCA z uporabo HMF/furfural 
oksidoreduktaze imenovane HmfH.  Encim je bil odkrit kot ključna komponenta v 
biološki poti razgradnje HMF pri Gram-negativni bakteriji C. basilensis. HmfH lahko 
oksidira tako alkoholne kot aldehidne funkcionalne skupine [10]. 
 
3) Z razgradnjo lignoceluloze so povezane različne baker-vsebujoče oksidoreduktaze in 
sicer baker-radikal oskidaze (CRO) in lakaze. Za baker-radikal oksidaze (CRO) je 
značilna prisotnost metaloradikal kompleksa, ki sodeluje pri katalizi redoks reakcije. 
Najbolje okarakterizirana predstavnika CRO družine sta glikozal oksidaza in 
galaktoza oksidaza. Za slednjo je značilno, da lahko oksidira monosaharide in benzil 
alkohole. Poleg tega v literaturi zasledimo, da je galaktoza oksidaza zmožna oksidirati 
tudi DFF in HMFCA – intermediata v oksidacijski poti od HMF do FDCA [21]. 
Lakaze predstavljajo drugo skupino baker-vsebujočih oksidoreduktaz. Za encime v 
tej skupini je značilno, da imajo po štiri bakrove atome v dveh aktivnih mestih. Lakaze 
katalizirajo eno-elektronsko oksidacijo substratov kot so fenoli in njihovi derivati ter 
aromatski amini. Eno-elektronska oksidacija substrata poteče na bakrovem atomu tipa 
I. Elektron se nato prenese preko ohranjenega tripeptida His-Cys-His do trijedrnega 
skupka, sestavljenega iz dveh atomov bakra tipa III in enega atoma Cu tipa I. Trijedrni 
skupek katalizira reakcijo, kjer je molekula O2 reducirana v dve molekuli vode. 
Lakaze imajo zelo širok nabor substratov, kar jih postavlja v ugoden položaj za 
uporabo v biotehnoloških procesih. V literaturi zasledimo tudi dotični primer 
oksidacije HMF katalizirane z lakazo. Slednja je v kombinaciji s sintetičnim 
mediatorjem TEMPO pretvorila 90,2 % začetnega HMF v FDCA [21], [26]–[29]. 
 
V literaturi zasledimo, da so za pretvorbo HMF v FDCA uporabili tudi celične sisteme. 
V enem izmed primerov so v bakterijo P. putida S12 s pomočjo vektorja pJT'mcs vstavili 
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zapis za HmfH, ki je bil pod nadzorom promotorja Ptac. P. putida je bila izbrana kot 
gostiteljski organizem, zaradi tolerance na kemijske stresorje. Poleg tega že naravno 
zapisuje za katalazo, encim, ki pretvarja H2O2 v O2 in H2O. To je prikladno z vidika, ker 
HmfH proizvaja vodikov peroksid, in bi lahko prevelika koncentracija le-tega povzročila 
nespecifične produkte oksidacije HFM in poškodovala morfologijo celice [10], [30]. 
 
Celični sistemi so lahko precej kompleksni, saj na njihovo rast in delovanje vpliva mnogo 
dejavnikov – od hranil, hormonov, pravilnega parcialnega tlaka plinov (CO2, O2), 
toksičnih presnovkov celic, itd. Postopek izolacije FDCA je zahteven in zajema številne 
ekstrakcije s pomočjo organskih topil, kar znižuje trajnostno naravnanost procesa. V 
nasprotju s tem je v primeru biokonverzije z izoliranimi encimi izolacija FDCA precej 
lažja in bolj ekološko naravnana, reakcija pa lahko poteka pri signifikantno višjih 
koncentracijah substrata. Težava se pojavi pri iskanju ustreznih encimov, saj je le redko 
kateri zmožen katalizirati direktno tristopenjsko oksidacijo HMF v FDCA. V literaturi 
zasledimo, da so pretvorbo uspešno dosegli z uporabo encimskih kaskad. Torej, sklopimo 
več encimov, in sicer tako, da prvi pretvori začetni substrat v intermediat 1, naslednji 
encim pretvori intermediat 1 v intermediat 2 in tako naprej, dokler ne pridemo do 
želenega končnega produkta [1], [19], [30], [31]. 
 
Encimska kaskada, sestavljena iz rekombinantne aril-alkohol oksidaze (AAO) iz P. 
eryngii in nespecifične peroksigenaze (UPO) iz A. aegerita, je skoraj v celoti oksidirala 
HMF v FDCA. AAO je oksidirala HMF v DFF in naprej v FFCA pri čemer je porabljala 
kisik in proizvajala vodikov peroksid. UPO je oksidirala FFCA v FDCA, pri tem pa 
reducirala H2O2 v O2. [24].  
 
Mutirana galaktoza oksidaza M3-5 iz F. graminearum je skupaj v tandemu s 
periplazemsko aldehid oksidoreduktazo PaoABC iz E. coli pretvorila 97 molarnih % 
HMF v FDCA. Tako galaktoza oksidaza, kot PaoABC, sta med oksidacijo substrata 
proizvajali H2O2, ki v večjih koncentracijah inhibira omenjena encima. V reakcijsko 
mešanico so dodali še katalazo, ki je vodikov peroksid sproti razgrajevala in tako 
oksidazo ter dehidrogenazo oskrbovala z O2. V primeru, ko so začetno koncentracijo 
HMF podvojili na 20 mM, se je izkoristek reakcije znižal na 55 % [31].  
 
Galaktoza oksidaza M3-5 je v kombinaciji s ksantin dehidrogenazo iz E. coli  oksidirala 
74 % molarnih odstotkov HMF v FDCA. V študiji so testirali komercialno dostopno 
ksantin dehidrogenazo in pa še dve mutanti tega encima. Variante istega encima so 
izkazale različno oksidacijsko aktivnost na DFF in FFCA. Največja pomanjkljivost te 
encimske kaskade je bila, da ksantin dehidrogenaza ni delovala dobro v prisotnosti kisika 




Zanimiv je tudi pristop, ki so ga izbrali Karich A. et. al. Sestavili so encimsko kaskado iz 
aril-alkohol oksidaze (AAO) iz P. ostreatus, rekombinantne galaktoza oksidaze (GAO), 
izražene v A. oryaze, in nespecifične peroksigenaze (UPO) iz A. aegerita. Vsi trije encimi 
so glivni zunajcelični hiperglikozilirani proteini. V primerjavi z znotrajceličnimi in 
periplazemskimi bakterijskimi proteini so le-ti bolj robustni. Mehanizem pretvorbe HMF 
v FDCA je predstavljen na sliki 7. AAO ob porabi kisika oksidira HMF v DFF, nato pa 
v drugem koraku oksidacije pretvori DFF v FFCA. AAO pri oksidaciji substratov kot 
stranski produkt proizvaja H2O2. Nastali peroksid porablja UPO, ki je  zmožna oksidirati 
vse intermediate v oksidacijski poti od HMF do FDCA. Začetni HMF lahko pretvori v 
dva različna produkta, in sicer v DFF in HMFCA. Slednji je nasploh nezaželen 
intermediat, ker je znanih le malo encimov, ki bi ga dovolj hitro oksidirali naprej. Kot 
uspešen encim za tovrsten problem se je izkazala galaktoza oksidaza (GAO) pri kateri so 
opazili zmožnost pretvorbe HMFCA v FFCA. AAO in UPO sodelujeta še pri zadnjem 




Slika 7: Shematski prikaz encimske kaskade za pretvorbo HMF v FDCA. Aril-alkohol oksidaza (AAO) oksidira 
začetni HMF v DFF, slednjega pa v drugem koraku oksidacije pretvori v FFCA. AAO in galaktoza oksidaza (GAO) v 
procesu oksidacije substrata porabljata O2 in kot stranski produkt proizvajata H2O2. Nespecifična peroksigenaza 
(UPO) nastali peroksid porablja, pri tem pa je zmožna oksidirati vse intermediate na oksidacijski poti od HMF do 
FDCA. Začetni HMF  lahko oksidira v dva različna substrata, in sicer v DFF in HMFCA. Slednjega GAO pretvarja v 
FFCA. V zadnjem koraku oksidacije AAO in UPO pretvorita FFCA v FDCA [19]. 
Vsi primeri encimskih pretvorb HMF do FDCA, ki smo jih zasledili v literaturi, so 
potekali na milimolarni skali substrata. 
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2 NAMEN DELA 
 
2.1 Testiranje katalitične aktivnosti encimov na intermediate 
oksidacijske poti od 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) do 2,5-
furandikarboksilne kisline (FDCA) 
 
Delo, ki sem ga opravil v sklopu magistrske naloge na Kemijskem Inštitutu, je osnova za 
tvorbo encimske kaskade, ki bo služila oksidaciji 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) v 2,5-
furandikarboksilno kislino (FDCA). 
 
Namen dela je razdeliti tristopenjsko oksidacijo HMF do FDCA na posamezne korake in 
testirati katalitično aktivnost šestih komercialno dostopnih encimov: alkohol oksidaze 
(AO), galaktoza oksidaze (GO), katalaze, lakaze, lignin peroksidaze (LPO) in hrenove 
peroksidaze (HRP). Katalitično aktivnost posameznega encima smo želeli preveriti na 
vseh intermediatih, ki se pojavljajo v procesu oksidacije HMF do FDCA: 5-
hidroksimetilfurfural (HMF), 2,5-difromilfurfural (DFF), 5-hidroksimetil-2-
furankarboksilna kislina (HMFCA) in 5-formil-2-furankarboksilna kislina (FFCA), kar 
shematsko prikazuje slika 8. Vsi encimi so bili preučevani v enakih, suboptimalnih 
pogojih (enak pufer, temperatura, prezračevanje, mešanje ...) z namenom, da raziskovalci 
Odseka za katalizo in reakcijsko inženirstvo na Kemijskem Inštitutu v nadaljnjem delu 
sklopijo najbolj obetavne encime v encimsko kaskado.  
 
Slika 8: Namen dela je razdeliti tristopenjsko oksidacijo HMF v FDCA na posamezne korake in testirati katalitično 









2.2 Karakterizacija fizikalnih lastnosti kislinskih derivatov HMF 
 
 
Karakterizacijo fizikalnih lastnosti kislinskih derivatov HMF sem opravil na Katedri za 
fizikalno kemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 
 
V literaturi zasledimo, da raziskovalci v nekaterih primerih encimske oksidacije HMF 
opazijo »izgubljanje produkta«. Vsota množinskih koncentracij HMF in njegovih 
oksidacijskih produktov tekom reakcije namreč upade [19]. Po razmisleku smo postavili 
hipotezo, da verjetno ne pride do dejanskega »izgubljanja produkta«, temveč do 
navideznega zmanjšanja koncentracije zaradi asociacije med molekulami produkta. Z 
meritvami fizikalnih lastnosti vodnih raztopin FDCA, FFCA in HMFCA smo želeli 
preveriti, ali je hipoteza o asociaciji med molekulami topljenca pravilna. Osredotočili smo 
se na FDCA, saj ima ta glede na svojo majhno molsko maso (156,09 g/mol) nenavadno 
visoko tališče (342 oC) in zelo nizko topnost v vodi (0,001 g/g pri sobni temperaturi), kar 
nakazuje na obsežne medmolekulske interakcije [15], [32]. Za primerjavo smo hkrati 
analizirali še raztopini FFCA in HMFCA, ki imata podobno strukturo, vendar sta bolje 
topni v vodi in imata nižjo temperaturo tališča (Ttal(FFCA) = 209 
oC in Ttal(HMFCA) = 













3 EKSPERIMENTALNI DEL 
 




• H2SO4, 96 % Merck 
• HCl, 37 % Merck 
• NaH2PO4*2H2O Merck 
• Na2HPO4 Kemika 
• 5-hidroksimetilfurfural (HMF) Sigma-Aldrich 
• 2,5-diformilfuran (DFF) Sigma-Aldrich 
• 5-formil-2-furankarboksilna kislina (FFCA) Sigma-Aldrich 
• 5-hidroksimetil-2-furandikarboksilna kislina (HMFCA) Sigma-Aldrich 
• 2,5-furandikarboksilna kislina (FDCA) 
• MiliQ H2O, prevodnost 18,2 MΩcm-1 
Sigma-Aldrich 
• NaOH, 1 M Merck 
• KCl Merck 
• N2 Messer 
 
3.1.2 Biološki material 
 Proizvajalec 
• Alkohol oksidaza (AO) iz P. pastoris 
• Galaktoza oksidaza (GO) iz D. dendroides 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
• Flavin adenin dinukleotid (FAD) Sigma-Aldrich 
• Katalaza iz A. niger Sigma-Aldrich 
• Lakaza iz T. versicolor Sigma-Aldrich 
• Lignin peroksidaza (LPO) Sigma-Aldrich 




• Tehtnica, METTLER AT261 DeltaRange FACT 
• Magnetna mešalna plošča z možnostjo gretja, IKA C-MAG HS 7 
• Merilec temperature, IKA ETS-D5 
• pH meter, 781 pH/Ion Meter Metrohm 
• Elektroda pH metra, Metrohm 
• Magnetna mešalna plošča, 801 Stirrer, Methrom 
• Magnetna mešalna plošča, IKA RT 5 
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• Centrifuga, Centrifuge 5415 R, Eppendorf 
• HPLC, Thermo SCIENTIFIC DIONEX UltiMate 3000 
• HPLC kolona, SUPELCOGEL 8H Columns, Merck 
• Viskozimeter LAUDA ECO SILVER 
• Ostwaldov viskozimeter, K=0,01071, 51610, 2 ml 
• Gostotomer z nihajočo U-cevjo, DMA 5000 Density Meter, Anton Paar 
• Tehtnica, ATILON, ACCULAB Sartorius group 
• Krioosmometer, KNAUER, CRYOSCOPIC UNIT 
• Rekorder krioskopske enote, Kipp & Zonen, Flatbed Recorder 
• Ultrazvočna kopel, Elma, S 40 H, Elmasonic 
• Naprava za potenciometrično titracijo, 785 DMP Titrino, Metrohm 
• Mešalna plošča pri titratorju, 728 Stirrer, Methrom 
• Kombinirana steklena elektroda za merjenje pH med titracijo, Unitrode 
60259.100, Metrohm 
• Grelna enota pri titratorju, Julabo 
 
3.1.4 Pribor in pripomočki 
 
• Spatula 
• Plastične posodice, 20 ml s pokrovčki 
• Pipeta, 200, 1000 in 5000 l, BRAND 
• Plastični tipsi 
• Plastične epice, 1,5 ml, ISOLAB Laborgerate GmbH 
• pH lističi 
• Vložki za v epice z namenom koncentriranja pri centrifugiranju  
• Plastična brizga 
• Filter CA, CHROMAFIL Xtra CA-20/13 
• Steklene viale za HPLC 
• Plastične ladijce za tehtanje 
• Steklene bučke 
• Steklene čaše 
• Plastične tube za centrifugiranje  50 ml 
• Merilni valj, 2 l  
• Male plastične posodice  
• Alkoholno pisalo 
• Nitrilne rokavice  
• Parafilm 
• Steklene posodice s plastičnim zamaškom, 20 ml 
• Steklena posoda z zamaškom, 0,5 l 




3.2.1 HPLC analiza encimske aktivnosti 
 
Testirali smo katalitično aktivnost šestih komercialno dostopnih encimov na naslednje 
substrate: 5-hidroksimetilfurfural (HMF), 2,5-difromilfurfural (DFF), 5-hidroksimetil-2-
furankarboksilna kislina (HMFCA) in 5-formil-2-furankarboksilna kislina (FFCA). 
Preučevani encimi so bili: alkohol oksidaza (AO), galaktoza oksidaza (GO), katalaza, 
lakaza, lignin peroksidaza (LPO) in hrenova peroksidaza (HRP). Naenkrat smo 
preučevali katalitično aktivnost vseh šestih encimov na samo en substrat. Sledi opis cikla, 
ki smo ga ponovili štirikrat (po enkrat za vsak substrat). Cikel je predstavljen na primeru 
5-hidroksimetilfurfurala (HMF): 
 
1. Pripravili smo  40 ml 10 mM raztopine HMF v 50 mM natrij-fosfatnem pufru s 
pH 7. 
2. Po 5 ml založne raztopine substrata smo odpipetirali v 6 steklenih posodic z 
volumnom 15 ml. 
3. V vsako stekleno posodico smo dodali po en encim v končni koncentraciji*: 
• c(alkohol oksidaza) = 1 M, v primeru alkohol oksidaze smo dodali še 
kofaktor flavin adenin dinukleotid (FAD) prav tako v končni konc. 1 M 
• c(galaktoza oksidaza) = 8 M 
• c(katalaza) = 2 M 
• c(lakaza) = 8 M 
• c(lignin peroksidaza) = 8 M 
• c(hrenova peroksidaza) = 8 M 
4. V steklene posodice smo dodali še magnetno mešalo in nastavili mešanje na 150 
rpm.  
5. Reakcijske mešanice so bile inkubirane v vodni kopeli pri 30 oC, reakcija pa je 
potekala pri konstantnem prezračevanju z zračnimi mehurčki. 
6. Na 24, 48 in 72 ur smo reakcijske mešanice še dodatno premešali in iz vsake 
odvzeli 200 l alikvota. 
7. Alikvot smo odpipetirali v 1,5 ml epico in dodali 400 l MiliQ vode ter 1,5 l 
HCl (37 %), da smo dosegli pH približno 3.  Vzorec smo ponovno dobro premešali 
s pipeto, da je homogen. 
8. 450 l vzorca iz prejšnjega koraka smo prenesli v 2 ml mikrocentrifugirko s 
filtrom prepustnim za molekule manjše od 10 000 Da in centrifugirali 20 min na 
14 000 rcf pri 23 oC. 
9. Filter smo zavrgli, supernatant pa prenesli v brizgo. 
10. S pomočjo brizge smo vzorec prefiltrirali skozi filter CA s porami velikimi 0,2 
m v stekleno vialo za HPLC analizo. Pri tem smo pazili, da v viali ni zračnih 
mehurčkov.  
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*Koncentracije encimov smo preračunali na število aktivnih mest. Alkohol oksidaza je 
oktamer, katalaza pa tetramer, zato sta koncentraciji encimov v reakcijski mešanici 
ustrezno nižji. Vsi ostali encimi so v monomerni obliki.  
 
Kot negativno kontrolo smo uporabili enake reakcijske mešanice le brez encimov, torej 
le posamezen substrat (HMF, DFF, HFCA, FFCA, konc. 10 mM) v 50 mM Na-Pi pufru. 
Mešanice substrata in pufra smo inkubirali pri 30 oC in konstantnem mešanju (150 
rpm). Na vsakih 24 ur smo odvzeli alikvot in ga analizirali s pomočjo HPLC. 
 
 
Princip HPLC analize 
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je ena izmed separacijskih tehnik, 
ki spada med kromatografske metode. Je pogosto uporabljena analizna metoda, saj 
omogoča tako kvalitativno kot kvantitativno vrednotenje snovi v raztopini. Ločba 
analitov poteka v/na koloni med mobilno in stacionarno fazo. Mobilna faza je tekoča (npr. 
heksan, kloroform, voda, pufri, itd.) in potuje skozi kolono. Medtem ko je lahko 
stacionarna faza tekoča ali trdna in je imobilizirana na nosilec. Glede na fizikalno 
kemijski proces, ki omogoča ločevanje, delimo HPLC na adsorpcijsko, ionsko 
izmenjevalno, izključitveno, porazdelitveno (normalno-fazno in reverzno-fazno), 
afinitetno in kiralno. Pogosto uporabljena je porazdelitvena reverzno-fazna metoda, pri 
kateri je stacionarna faza nepolarna, mobilna faza pa polarna. Princip ločbe je 
porazdeljevanje komponent vzorca med obe fazi. Tiste komponente, ki so bolj polarne se  
zadržujejo v mobilni fazi in se zato hitreje eluirajo. Medtem ko se manj polarne zadržujejo 
v stacionarni fazi, kar se odraža v daljših retencijskih časih. Tipičen HPLC instrument je 
sestavljen iz črpalke, injektorja, kolone, detektorja in računalnika za obdelavo podatkov. 
S črpalko uravnavamo ustrezen pritisk in pretok mobilne faze skozi kolono. Pritisk, ki je 
potreben za potiskanje mobilne faze je lahko tudi do 400 oz. 600 barov. Odvisen je od 
sestave kolone, mobilne faze in njenega pretoka. Za ustrezno ponovljivost analiz morajo 
črpalke zagotavljati konstanten pretok mobilne faze. Injektor je šestkotni ventil, v 
katerem pride do mešanja mobilne faze z vzorcem. Nato sledi ločba v koloni. Kolona je 
eden izmed ključnih elementov HPLC aparature, saj njene dimenzije (dolžina, notranji 
premer) in stacionarna faza (velikost delcev, velikost por, tip SF) vplivajo na 
učinkovitost, hitrost in selektivnost ločbe. Kolone so dolge nekje med 50 in 250 mm z 
notranjim premerom od 2 do 4,6 mm. Velikost delcev, s katerimi polnimo kolone je med 
3-10 μm, najpogosteje pa se uporabljajo delci veliki 5 μm. Ko analiti zapustijo kolono, 
jih zazna detektor, ki poda signal. Poznamo splošne in specifične detektorje. Eden izmed 
najbolj uporabljenih je je UV – VIS detektor, ki spada med specifične.  Poleg slednjega 
se uporabljajo tudi fluorescenčni detektor, ELSD, CAD, itd. S pomočjo programske 
opreme se signali obdelajo in podajo v obliki kromatograma. Iz slednjega se odčitajo in 
izračunajo kromatografski parametri (retencijski čas, relativna retencija, retencijski 
faktor, število teoretskih podov, resolucija, itd.), s pomočjo katerih lahko ugotovimo 
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ustreznost kromatografske metode. Površina pod ustreznim kromatografskim vrhom pa 
je proporcionalna koncentraciji analita v vzorcu [35]–[39]. 
 
V našem primeru smo uporabili HPLC instrument SCIENTIFIC DIONEX UltiMate 3000 
z UV-VIS detektorjem. Za mobilno fazo smo izbrali 5 mM H2SO4 s pH 2, ki je s hitrostjo 
0,6 ml/min potovala skozi kolono SUPELCOGEL 8H Columns, pri tem pa poskrbela za 
separacijo 1 l vzorca na posamezne komponente. Vzorec je skozi kolono potoval 40 min 
pri temperaturi 70 oC. Retencijski časi za preiskovane spojine so bili naslednji: HMF -
25,96 min, DFF-30.85 min, HMFCA-18.41 min, FFCA-19,21 min in FDCA-14.77 min. 
Valovne dolžine, ki smo jih uporabili pri UV detekciji spojin so bile: 285 nm za HMF in 




3.2.2 Meritev gostote in določitev navideznega molskega volumna 
 
Gostoto tekočin lahko merimo na več načinov. Ena od enostavnih in zanesljivih metod je 
uporaba  gostotomera z nihajočo U-cevjo. Slednji deluje po principu, da stekleno U-cev 
napolnimo z vzorcem in s pomočjo elektronskega elementa začnemo z vzbujanjem 
lastnega nihanja cevi. Pri tem merimo nihajni čas, ki je povezan z gostoto vzorca preko 
enačbe 1 
 = 𝐴 + 𝐵𝑡0
2   ,   
Enačba 1 
kjer je  gostota vzorca, 𝑡0 je nihajni čas cevi, A in B pa konstanti, ki ju določimo z 
umerjanjem gostotomera z vodo in zrakom [40], [41]. V našem primeru smo uporabili 




1. Pripravili smo 40 mM raztopine FDCA, FFCA in HMFCA v 50 mM Na-Pi 
pufru s pH 7. 
2. Gostoto raztopin smo določili v temperaturnem intervalu od 25 do 55 oC s 
korakom 10 °C. 











)]  ,   
Enačba 2   
kjer je 𝑣 navidezni molski volumen raztopine, 𝑟 gostota raztopine, 𝑀2 molska masa 
topjenca, 𝑏 molalnost raztopine in 
1
 gostota topila [41]. 
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Napako pri določitvi navideznega molskega volumna 𝑣 smo izračunali na sledeč 
način: 
 











)]   , 
Enačba 3 




.  Enačbo 3 logaritmiramo in dobimo 
 























Enačba 5 je ključna za izračun napake pri določitvi navideznih molskih volumnov. 
 
 
3.2.3 Merjenje viskoznosti 
 
Viskoznost je merilo za medsebojno zaviranje gibajočih se plasti tekočin ali plinov, od 
katere je odvisna njihova sposobnost pretakanja. Viskoznost si lahko predstavljamo na 
primeru tekočine med dvema vodoravnima plošča, ki sta druga od druge oddaljeni 𝑦 enot, 
kot je prikazano na sliki 9. Spodnja plošča miruje, zgornjo pa vlečemo v vodoravni smer 
s stalno hitrostjo 𝑣𝑥. Za premikanje zgornje plošče je potrebna sila (F), ki ji pravimo 
strižna ali viskozna sila. Slednja je tem večja, čim večja je hitrost (𝑣𝑥) zgornje plošče 
glede na spodnjo in čim večja je površina plošče (S) ter čim manjša je debelina tekočinske 
plasti (𝑦) [41].  
 
 
Slika 9: Shematski prikaz viskoznosti [41] 
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Enačba 6 
Sorazmerna konstanta () v tej enačbi je viskoznost tekočine, ki ima enoto N s m-2 = kg 
m-1 s-1. Stara enota, ki pa se v praksi še precej uporablja, je poise: 1P = 1 g cm-1 s-1 = 0,1 
kg m-1 s-1. 
 
Izmed razpoložljivih metod za merjenje viskoznosti smo v našem primeru uporabili 
metodo pretoka skozi kapilaro. Pri tej metodi je ključno, da sta hitrost tekočine in polmer 
kapilare dovolj majhna, da je gibanje laminarno. Pretok skozi kapilaro mora biti stalen. 
V Ostwaldovem viskozimetru, ki je prikazan na sliki 10, steče tekočina v času t iz zgornje 
bučke skozi vertikalno kapilaro, ki ima radij r, v spodnjo bučko [41].  
 
 
Slika 10: Ostwaldov viskozimeter [42]. 





 𝑡   ,   
Enačba 7 
kjer je ℎ̅ časovno povprečje višinske razlike med površino tekočine v zgornji in spodnji 
bučki, 𝑔 gravitacijski pospešek,  gostota tekočine, 𝑉 pa njen pretočni volumen. Da se 
izognemo težavam z natančnim določevanjem različnih količin v enačbi 7, Ostwaldov 
viskozimeter običajno uporabljamo za relativno določevanje viskoznosti. V ta namen ga 
najprej umerimo s tekočino z znano viskoznostjo 
0
 in gostoto  
0






   ,  
Enačba 8 
kjer sta 𝑡0 oz. t pretočna časa za obe tekočini. Da v obeh primerih dosežemo enako 






1. Pripravili smo 40 mM raztopine FDCA, FFCA in HMFCA v 50 mM Na-Pi 
pufru s pH 7. 
2. Viskoznost raztopin smo določili v temperaturnem intervalu od 25 do 55 oC s 
korakom 10 °C. 
3. Za določevanje viskoznosti smo uporabili napravo Lauda Eco Silver sklopljeno 
z Ostwaldovim viskozimetrom za avtomatsko merjenje pretočnega časa.  
4. V Ostwaldov viskozimeter smo odpipetirali po 2 ml raztopine vzorca. 
5. Pretočni čas vsake izmed preiskovanih raztopin smo izmerili v treh paralelkah in 
nato iz povprečne vrednosti izračunali viskoznost vzorcev s pomočjo enačbe 8. 
 
 
3.2.4 Potenciometrična titracija 
 
Titracija je eden izmed klasičnih analiznih postopkov, ki se uporablja za kvantitativno 
določitev množine znanega reagenta. Med titracijo postopoma v titer (raztopina neznane 
koncentracije reagenta) dodajamo manjše količine titranta (točno poznana in praviloma 
mnogo višja koncentracija reagenta) in iščemo t. i. ekvivalentno točko, tj. točka, v kateri 
je razmerje množine titranta in titra enako razmerju stehiometričnih koeficientov urejene 
reakcije med njima [41]. 
 
Potenciometrična titracija spada med elektrokemijske titracije, pri katerih se med 
dodajanjem titranta meri sprememba potenciala med referenčno in indikatorsko 
elektrodo. Potencialna razlika se zaradi konstantnega potenciala referenčne elektrode 
spreminja tako, kot se spreminja potencial indikatorske elektrode. Potencial indikatorske 
elektrode je odvisen od aktivnosti ionov in vrste ionov v raztopini (npr. H3O
+), kar podaja 
Nernstova enačba [41]: 
𝐸 = 𝐸𝑖
















0 standardni potencial indikatorske elektrode, 𝑅 splošna plinska konstanta, 𝑇 
temperatura v Kelvinih, 𝑧𝑖 naboj iona, 𝐹 Faradayjeva konstanta, 𝑐𝑖 koncentracija iona, 𝑐𝑖
0 
standardna koncentracija (𝑐𝑖
0 = 1 mol/l) in γ𝑖 koeficient aktivnosti iona i. Za razredčene 
raztopine lahko privzamemo, da je γ𝑖 zelo blizu 1, zato enačbo 1 poenostavimo [41]:  
 
𝐸 = 𝐸𝑖








Enačba 10 je osnova potenciometrične titracije. 
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Za nas bo zanimiva nevtralizacijska titracija. Za slednjo je značilno, da se  koncentracija 
H+ (aq) oz. OH- (aq) ionov tekom titracije spreminja.  Za indikatorsko elektrodo smo 
uporabili elektrodo, ki je reverzibilna na omenjeni vrsti ionov. Primerna je kombinirana 
elektroda, kot je steklena elektroda z referenčno Ag/AgCl elektrodo. Potencial te t.i. 
kombinirane elektrode se v pH območju med 2 in 8 spreminja linearno s pH [41]. 
 
Enačbo 10 lahko zapišemo tudi z desetiškim logaritmom: 
 
𝐸 = 𝐸𝑖








Če vpeljemo še definicijo pH, dobimo: 
 
𝐸 = 𝐸𝑖




Enačba 12       
in ko izrazimo 𝑝𝐻, dobimo: 
 
𝑝𝐻 =  
(𝐸𝑖





Titrant dodajamo v titer v manjših količinah in sproti beležimo spremembo pH. Na koncu 
narišemo graf odvisnosti pH od volumna dodanega titranta. Bistvo metode je, da 
določimo ekvivalentni volumen, to je volumen dodanega titra v točki prevoja, ki ustreza 
ekvivalentni točki. Prevoj lahko določimo grafično ali pa ga izračunamo, za kar moramo 
upoštevati matematični pogoj, ki pravi, da mora biti drugi odvod funkcije v točki prevoja 
enak nič (slika 20). Izračunamo prve in druge diferenčne kvociente. Prevojna točka je tam 
kjer ima prvi diferenčni kvocient (∆pH/∆V) maksimum, drugi diferenčni kvocient 
(∆2𝑝𝐻/∆2𝑉) pa je enak nič oz. spremeni predznak [41].  
 
 
Slika 11 (prirejeno po [43]): 
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 a) Rdeča puščica kaže na prevoj funkcije, ki opisuje odvisnost pH od volumna dodanega titranta. 
 b) Rdeča puščica kaže na maksimum prvega diferenčnega kvocienta  (∆pH/∆V).  
c) Rdeča puščica kaže na točko, kjer je drugi diferenčni kvocient (∆2 pH/∆2 V) enak 0. 
 
Ekvivalentni volumen (𝑉𝑒) dobimo tako, da volumnu titranta tik pred ekvivalentno točko 
(𝑉𝑛) prištejemo volumen 𝑣, ki ga izračunamo po enačbi: 
 
𝑣 =  
(∆2pH/∆2V)+
(∆2pH/∆2V)+  −  (∆2pH/∆2V)−
∗  ∆V , 
Enačba 14 
  
kjer je (∆2pH/∆2V)+ zadnja vrednost drugega diferenčnega kvocienta, ki je še pozitivna, 
(∆2pH/∆2V)− prva vredost drugega diferenčnega kvocienta, ki je že negativna, ter ∆V 
dodatek titranta, ki smo ga dodajali v bližini ekvivalentne točke. Ekvivalentni volumen 
lahko zapišemo kot: 
𝑉𝑒 =  𝑉𝑛 + 𝑣 
Enačba 15 
Ker je ∆V in prav tako ∆2V konstanten, se v enačbi 14 okrajša in dobimo: 
 
𝑣 =  
(∆2pH)+
(∆2pH)+   −   (∆2pH)−






Vodnim raztopinam FDCA, FFCA in HMFCA smo določili natančno koncentracijo s 
pomočjo avtomatske naprave za potenciometrično titracijo Metrohm 785 DMP Titrino. 
 
1. V celico titratorja smo odpipetirali 14,4 ml preiskovane vodne raztopine. 
2. Titracijo smo izvajali pri konstantni temperaturi (25 oC), stalnem prezračevanju z 
dušikom in konstantnem mešanju z magnetnim mešalom. 
3. Naprava je vsakih 60 s odpipetirala 0,05 ml NaOH koncentracije 0,0964 mol/l v 
titracijsko celico, pri tem pa merila pH vrednost raztopine. 
4. Na podlagi spremembe potenciala med referenčno in indikatorsko elektrodo je 
naprava izračunala ekvivalentni volumen (Ve) dodanega NaOH po zgoraj navedenih 
kriterijih.  
5. Po končani titraciji z NaOH smo isto raztopino še povratno titrirali s HCl, prav tako 
z dodatki 0,05 ml kisline na vsakih 60 s. 
6. S pomočjo ekvivalentnega volumna (Ve) in znane koncentracije titranta smo preko 




3.2.5 Znižanje temperature zmrzišča 
 
Znižanje temperature zmrzišča je ena izmed koligativnih lastnosti raztopin, kar pomeni, 
da je le-to odvisno zgolj od števila delcev topljenca v raztopini in ne od njihove narave. 
Če v topilu raztopimo nehlapen topljenec, se zmrzišče raztopine v primerjavi z zmrziščem 
čistega topila zniža. Pojav t. i. znižanja zmrzišča lahko v naravi opazujemo v primeru 
morske vode, ki zmrzne šele par stopinj pod 0 oC. Po definiciji je zmrzišče  temperatura, 
pri kateri sta v ravnotežju tekoča in trdna faza pri določenem zunanjem tlaku. Iz 












) imenujemo krioskopska konstanta, njena vrednost pa je odvisna 
le od lastnosti topila. Količina 𝑏 v enačbi 17 predstavlja molalnost raztopine [44].  
 
V raztopinah elektrolitov pride do disociacije, kar pri izračunu znižanja zmrzišča 
upoštevamo z vpeljavo van't Hoffovega faktorja i. 
 
∆𝑇𝑖𝑑 = 𝐾𝑘𝑏 ∗ 𝑖 
Enačba 18 
i predstavlja razmerje med celokupnim številom delcev v raztopini v ravnotežju po 
disociaciji in prvotnim številom molekul topljenca pred disociacijo [44],[45]. V primeru 
raztopin, kjer je stopnja disociacije topljenca enaka 1, je Van't Hoffov faktor  enak številu 
delcev, na katere molekula topljenca disociira. Za raztopine, kjer topljenec ne disociira 
popolno, lahko i izračunamo s pomočjo enačbe 19 [46]. 
 
𝑖 = 1 + 𝛼(𝑛 − 1)   ,  
Enačba 19 
kjer 𝛼  predstavlja stopnjo disociacije, n pa število delcev na katere razpade topljenec. Pri 
elektrolitih v razredčenih raztopinah lahko opazimo, da so izračunane vrednosti znižanja 
zmrzišča, ki sledijo iz enačbe 18, pogosto večje od eksperimentalnih. Teorija raztopin je 
pokazala, da so vzrok za to odstopanje medmolekulske sile med delci v raztopini. Merilo 
za odstopanje od idealnosti je razmerje med dejanskim (izmerjenim) znižanjem zmrzišča 
(∆𝑇𝑒𝑥𝑝) in znižanjem zmrzišča, ki bi ga raztopina imela, če bi bila idealna (∆𝑇𝑖𝑑). To 














V našem primeru smo znižanje temperature zmrzišča vodnih raztopin FDCA, FFCA in 
HMFCA izmerili s pomočjo krioosmometera Knauer Cryoscopic unit in Kipp & Zonen 
rekorderja, ki signal zapisuje na milimetrski papir.  
 
1. Najprej smo s krioskopsko enoto izmerili signal za čisto vodo, ki je odvisen od 
zmrzišča vode. V merilno celico smo odpipetirali 150 l vode in jo zamrznili. 
Dobljeni signal na milimetrskem papirju je v nadaljevanju služil kot bazna linija. 
2. Pripravili smo 1; 2,5; 5; 7,5 in 10 mM raztopino KCl za določitev umeritvene 
krivulje. 
3. Po 150 l posamezne raztopine KCl smo odpipetirali v stekleno merilno celico 
krioosmometra. Raztopino je krioskopska enota zamrznila, nakar smo odčitali 
signal na milimetrskem papirju, ki je proporcionalen znižanju zmrzišča raztopine 
(∆𝑇𝑒𝑥𝑝). 
4. S pomočjo izmerjenih vrednosti smo narisali graf, kjer smo na x os nanašali 
osmolalnost raztopine [mmol/l], na ordinatno os pa izmerjen signal v milimetrih. 
Iz grafa smo odčitali enačbo umeritvene krivulje. 
5. V treh paralelkah smo izmerili tudi signal vodnih raztopin FDCA, FFCA in 
HMFCA.  
6. S pomočjo enačbe umeritvene krivulje smo določili znižanje temperature 




Določitev deleža asociiranih molekul 
  





   , 
Enačba 21 
kjer je c množinska koncentracija raztopine (v mol/l), 𝜌 gostota raztopine in M2 molska 
masa topljenca. Ker je 𝜌 ≈ 1 𝑔 𝑐𝑚−3 in c zelo majhna (reda velikosti 10-3 mol/l) smo 
privzeli, da velja 𝑏 = 𝑐. 
 
S pomočjo preprostega modela smo na podlagi izmerjenega osmoznega koeficienta  
ocenili, kolikšen delež asociatov je prisoten v raztopini, če se topljenec nahaja v 
ravnotežju med: 
 
1) monomerno in dimerno obliko:  
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 = 𝑐𝑀 ∗  𝑋𝑀 +  𝑐𝐷 ∗  𝑋𝐷   , 
Enačba 22 
kjer je 𝑐𝑡𝑜𝑡 celotna navidezna množinska koncentracija topljenca, 𝑐𝑀 množinska 
koncentracija topljenca v monomerni obliki, 𝑋𝑀 molski delež topljenca v 
monomerni obliki, 𝑐𝐷 množinska koncentracija topljenca v dimerni obliki in 𝑋𝐷 
molski delež topljenca v dimerni obliki. 
 





   , 
Enačba 23  
kar lahko vstavimo v enačbo 22 in dobimo 
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 = 𝑐𝑀 ∗ (1 − 𝑋𝐷) + 
𝑐𝑀
2
∗ 𝑋𝐷 . 
Enačba 24 













=    . 
Enačba 25 
Enačbo 25 preuredimo in dobimo izračun za molski delež dimerov 
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𝑋𝐷 = 2 ∗ (1 − )  .  
Enačba 26 
 
2) monomerno in trimerno obliko: 
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 = 𝑐𝑀 ∗  𝑋𝑀 +  𝑐𝐷 ∗  𝑋𝐷   , 
Enačba 27 
kjer je 𝑐𝑇 množinska koncentracija topljenca v trimerni obliki in 𝑋𝑇 molski delež 
topljenca v trimerni obliki. 
 





   , 
Enačba 28 
kar lahko vstavimo v enačbo 27 in dobimo 
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 = 𝑐𝑀 ∗ (1 − 𝑋𝑇) + 
𝑐𝑀
3
∗ 𝑋𝑇 . 
Enačba 29 













=   . 
Enačba 30 
 









3) monomerno in n-merno obliko: 
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 = 𝑐𝑀 ∗  𝑋𝑀 + 𝑐𝑛 ∗  𝑋𝑛   , 
Enačba 32 
kjer je 𝑛 množinska koncentracija topljenca v n-merni obliki in 𝑋𝑛 molski delež 
topljenca v n-merni obliki. 
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   , 
Enačba 33 
Enačbo 33 vstavimo v enačbo 32 in jo ob predpostavki, da je n veliko število,  
poenostavimo v 
 
𝑐𝑡𝑜𝑡 ≈ 𝑐𝑀 ∗ (1 − 𝑋𝑛)  . 
Enačba 34 




= 1 − 𝑋𝑛 =
∆𝑇𝑒𝑥𝑝 
∆𝑇𝑖𝑑
=    . 
Enačba 35 
Enačbo 35 obrnemo in dobimo izračun za molski delež n-merov 
 






3.2.6 Izračun pKa vrednosti 
 
Eksperimentalna določitev pKa 
 
Eksperimentalno smo pKa vodnih raztopin FDCA, FFCA in HMFCA določili z 
merjenjem pH pri sobnem tlaku in temperaturi 25 oC. S pomočjo enačbe disociacije šibke 
kisline HA 
𝐻𝐴 ⇄ 𝐴− +  𝐻+  , 
Enačba 37 





  . 
Enačba 38 





  . 
Enačba 39 
[𝐻+] izračunamo iz zveze 𝑝𝐻 = −log[𝐻+]  kot  [𝐻+] = 10−𝑝𝐻 in vstavimo v enačbo 
39. pKa je negativni desetiški logaritem konstante disociacije in ga izračunamo kot 
 
𝑝𝐾𝑎 =  − log(𝐾𝑎)  . 
Enačba 40 
Kvantnomehanski izračun pKa 
 
 
pKa lahko izračunamo tudi s pomočjo proste Gibbsove energije molekul v raztopini kot 






∆𝐺𝑎𝑞 označuje spremembo proste Gibbsove energije za reakcijo disociacije protona v 
vodni raztopini (zato indeks aq) pri 25 oC in tlaku 1 atm. Skratkta ∆𝐺𝑎𝑞 si lahko 
predstavljamo kot spremembo reakcijske proste Gibsove energije in jo lahko na podlagi 
enačbe 37 zapišemo kot 
 
∆𝐺𝑎𝑞 =  𝐺𝑎𝑞(𝐴
−) + 𝐺𝑎𝑞(𝐻




−) označuje tvorbeno prosto Gibbsovo energijo aniona v vodi pri 25 oC in tlaku 
1 atm. Enako velja tudi za 𝐺𝑎𝑞(𝐻
+) in 𝐺𝑎𝑞(𝐻𝐴), le da H
+ označuje proton, HA pa 
protonirano obliko kisline. Vrednosti 𝐺𝑎𝑞(𝐻𝐴) in 𝐺𝑎𝑞(𝐴
−) smo določili s 
kvantnomehanskim izračunom elektronske gostote posameznih zvrsti. Izračunana 
Gibbsova prosta energija vključuje prispevke elektronskih prostostnih stopenj, 
termičnega gibanja, rotacij in vibracij. Izračuni so narejeni pri 298,15 K. Geometrije 
molekul in njihove proste energije so bile izračunane s pomočjo gostotnega funkcionala 
B3LYP z uporabo baznega seta 6-31++G(d,p). Vpliv topila v raztopini smo upoštevali z 
uporabo metode SMD (polarizacijski model kontinuuma). Upoštevali smo, da je topilo 
voda pri 298,15 K z dielektrično konstanto 78,355. Kvantnomehanske račune smo 
naredili s programskim paketom Gaussian 09, vizualizacijo rezultatov pa s programom 
Avogadro verzije 1.2.0. 
 
Tvorbeno prosto Gibbsovo energijo protona v vodni raztopini pri 25 oC in tlaku 1 atm 
opredeljuje enačba 43. 
 
𝐺𝑎𝑞(𝐻
+) =  𝐺𝑔
0(𝐻+) + ∆𝐺𝑎𝑞,𝑠𝑜𝑙𝑣(𝐻
+)  , 
Enačba 43 
kjer 𝐺𝑔
0(𝐻+) označuje tvorbeno prosto Gibbsovo energijo protona v plinastem stanju pri 
298,15 K in tlaku 1 atm, ∆𝐺𝑎𝑞,𝑠𝑜𝑙𝑣(𝐻
+) pa spremembo proste Gibbsove energije na račun 
solvatacije, ko proton iz plinastega stanja prenesemo v vodo. Proton ne vsebuje nobenega 
elektrona, kar posledično pomeni, da njegova tvorbena prosta Gibbsova energija ne more 
biti izračunana s pomočjo kvantne mehanike. Podatke o prosti energiji protona smo zato 
poiskali v literaturi. Tam smo zasledili, da je ∆𝐺𝑎𝑞,𝑠𝑜𝑙𝑣(𝐻
+) = −265.9 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙, 
∆𝐺𝑔
0(𝐻+) pa je bila izračunana kot 𝐺𝑔
0 = 𝐻𝑔
0 − 𝑇𝑆𝑔





1,48 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙 in 𝑆𝑔
0 = 26,05 𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙𝐾. 𝐸0𝐾 označuje energijo pri 0 K, 𝐻𝑔
0 tvorbeno 
entalpijo v pliastem stanju, 𝑆𝑔
0 pa tvorbeno entropijo v plinastem stanju. V našem primeru 
je bilo standardno stanje 1 atm in 298,15 K in pri takšnih pogojih 𝐺𝑎𝑞(𝐻
+) znaša 
−272.187 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙 [47].  
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4 RAZPRAVA IN REZULTATI 
 
4.1 Testiranje katalitične aktivnosti encimov na intermediate na 
oksidacijski poti 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) do 2,5-
furandikarboksilne kisline (FDCA) 
 
Testirali smo katalitično aktivnost šestih komercialno dostopnih encimov na naslednje 
substrate: 5-hidroksimetilfurfural (HMF), 2,5-difromilfurfural (DFF), 5-hidroksimetil-2-
furankarboksilna kislina (HMFCA) in 5-formil-2-furankarboksilna kislina (FFCA). 
Preučevani encimi so bili: alkohol oksidaza iz P. pastoris (AO), galaktoza oksidaza iz D. 
dendroides (GO), katalaza iz A. niger, lakaza iz T. versicolor, lignin peroksidaza (LPO) 
in hrenova peroksidaza (HRP). Katalitično aktivnost slednjih smo zasledovali 3 dni tako, 
da smo na vsakih 24 ur odvzeli alikvot reakcijske mešanice in ga analizirali s pomočjo 
HPLC. Vse reakcije so potekale v 50 mM natrij-fosfatnem pufru s pH 7, pri 30 oC, 
konstantnem mešanju in prezračevanjem z mehurčki zraka. Reakcijski pogoji so bili 
izbrani glede na pregled literature, kjer so raziskovalci delali s podobnimi encimi in 
enakimi substrati. Vse reakcije smo izvajali v eni paralelki, saj je bil cilj pridobiti začetni 
pregled nad tem kateri encim izraža aktivnost na kateri substrat.  
 
4.1.1 Testiranje aktivnosti encimov na 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 
 
V sekciji 4.1.1 so predstavljeni rezultati testiranja katalitične aktivnosti encimov na 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) - obkrožen z rdečo obrobo na sliki 12.   
 
 
Slika 12: Položaj 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) v tristopenjski oksidaciji do FDCA. 
 
Graf 1 prikazuje aktivnost alkohol oksidaze (AO) na 5-hidroksimetilfurfural (HMF). 
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Graf 1: Časovna odvisnost aktivnosti AO na HMF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 88,2 % 
začetnega HMF, 11,8 % pa ga je bilo pretvorjenega v produkte oksidacije; 10,6 % v DFF in 1,3 % v FFCA. 
Iz grafa 1 je razvidno, da je AO zmožna oksidirati alkoholno skupino v aldehidno, saj je 
bilo 10,6 % začetnega HMF pretvorjenega v DFF. Prav tako je bilo mogoče po 72 urah v 
reakcijski zmesi zaznati tudi FFCA. 1,3 molarnega % HMF je bilo namreč v 
dvostopenjskem procesu oksidacije preko DFF pretvorjenega v FFCA, kar nakazuje na 
dejstvo, da AO lahko poleg alkoholne skupine oksidira tudi aldehidno. Alkohol oksidaza 
spada v družino glukoza-metanol-holin (GMC) oksidoreduktaz in ob porabi kisika 
oksidira alkohole v aldehide pri tem pa kot stranski produkt proizvaja H2O2. Kopičenje 
vodikovega peroksida vodi v inaktivacijo encima [19], [24], [30]. Na grafu 1 opazimo, 
da je alkohol oksidaza najbolj aktivna v prvih 24 urah, nato pa njena katalitična aktivnost 
bistveno upade, kar bi lahko bila posledica inhibicije s H2O2.  
 
V literaturi zasledimo, da so z uporabo glivnih aril-alkohol oksidaz (AAO) dosegli 
bistveno večje izkoristke pretvorbe HMF v DFF (tudi do 80 %), vendar ti encimi niso 
komercialno dostopni, temveč so jih raziskovalci s pomočjo kloniranja pripravili sami 
[19], [24], [30]. V našem primeru smo uporabili komercialno dostopen encim, alkohol 
oksidazo (AO) in ne  aril-alkohol oksidaze (AAO), kar je najverjetneje razlog za manjši 
izkoristek pri oksidaciji HMF. S pomočjo orodja Protein BLAST smo prilegali 
aminokislinsko zaporedje aril-alkohol oskidaze iz P. Eryngeii (UniProtKB: O94219) in 
zaporedje alkohol oksidaze iz P. pastoris (UniProtKB: P04842) pri čemer smo ugotovili, 
da je le 27,65 % zaporedja identičnega. Kljub očitni razliki,  je alkohol oksidaza (AO), 
znotraj družine GMC, najbolj soroden encim aril-alkohol oksidazi (AAO). AAO sestoji 
iz 593 aminokislinskih ostankov, medtem ko jih AO vsebuje še 70 več na račun dodatnega 
inserta, ki ima pomembno vlogo pri oligomerizaciji encima. Bistvena razlika med 
encimoma je, da AAO oksidira aromatske alkohole, medtem ko ima AO v celotni GMC 
družini največjo preferenco do oksidacije majhnih primarnih alkoholov, kot sta metanol 
in etanol. Do razlik pride zaradi strukturnih ovir, saj je vezavno mesto za substrat pri AO 



































primerjavi AAO z AO (prva aminokislina v primerjavi pripada AAO, druga pa AO) je 
Phe501 zamenjan z Trp566, Tyr92 s Phe98 in Phe397 s Phe402 [25], [48]. S pomočjo 
programa UCSF Chimera smo vizualizirali aktivno mesto AAO in AO, kar je prikazano 
na sliki 13. 
 
 
Slika 13: Primerjava aktivnega mesta a) alkohol oksidaze (PDB: 5I68) in b) aril-alkohol oksidaze (PDB: 5OC1). a) 
Alkohol oksidaza (AO). Z rdečo bravo sta prikazana His567 in Asn616, ki sta ključna pri katalizi oksidacije. Z rumeno 
so prikazani aromatski aminokislinski ostanki Phe98, Phe402 in Trp566, ki ovirajo dostop velikih substratov do 
aktivnega mesta. Z zeleno je prikazan kofaktor FAD. b) Aril-alkohol oksidaza (AAO). Z rdečo sta prikaza His502 in 
His546, ki sta odgovorna za katalitično aktivnost AAO. Z rumeno so prikazani aromatski aminokislinski ostanki Tyr92, 
Phe397 in Phe501, ki so postavljeni tako, da omogočajo dostop do aktivnega mesta tudi večjim substratom. Vir: lastno 
delo. 
Graf 2 prikazuje rezultate oksidacije 5-hidroksimetilfurfurala s pomočjo katalaze. 
 
Graf 2: Časovna odvisnost aktivnosti  katalaze na HMF. Katalaza ne učinkuje na HMF. Po 72 urah je bilo v 
reakcijski zmesi prisotnega še vedno 100 % začetnega substrata HMF in 0 % produktov. 
Iz grafa 2 je očitno, da katalaza ni zmožna oksidirati HMF. V bioloških sistemih je 
funkcija katalaze zaščita pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi. Katalaza je tetramerna 
hem-vsebujoča peroksidaza za katero je znano, da učinkovito razgrajuje H2O2 v H2O in 
O2 [49],  [50] . Zaradi tega je zaželena v encimskih kaskadah, saj preprečuje inaktivacijo 





































Graf 3 prikazuje časovni potek pretvorbe HMF, ki je kataliziran z galaktoza oksidazo  
(GO). 
 
Graf 3: Časovna odvisnost aktivnosti GO na HMF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 94.9 % 
začetnega HMF, 5.1 % pa ga je bilo oksidiranega v DFF. 
V skladu z literaturo opazimo, da GO slabo pretvarja HMF. Karich et. al. so v  podobnih 
pogojih (50 mM K-Pi pufer, pH = 6) izmerili konstanto specifičnosti za oksidacijo HMF, 
ki je bila nizka in je znašala 4,9 M-1s-1 (KM = 142 mM in kcat = 42 min
-1) [19].  
 
V primeru kombinacije hrenova peroksidaza (HRP) – HMF smo zaznali nastanek DFF 
zgolj v sledovih, saj je bilo le 0,4 % začetnega HMF oksidiranega v DFF. Meritve na 
grafu 4 kažejo, da  HRP slabo pretvarja HMF. 
 
 
Graf 4: Časovna odvisnost aktivnosti hrenove peroksidaze (HRP) na HMF. V reakcijski zmesi je bilo po 72 urah  




































































Graf 5 prikazuje potek oksidacije HMF katalizirane z lakazo. 
 
 
Graf 5: Časovna odvisnost aktivnosti lakaze na HMF. Po 72h urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 84,9 % 
začetnega HMF, 11,7 % ga je bilo oksidiranega v HMFCA, 3,4 % pa še naprej oksidiranega v FDCA. 
Zanimivo, z grafa 5 je razvidno, da lakaza katalizira oksidacijo HMF po drugi poti kot 
AO in GO. Lakaza namreč oksidira aldehidno skupino v kislinsko in tako pretvori HMF 
v HMFCA. Raziskovalci opisujejo HMFCA kot mrtev produkt, saj je znanih le malo 
encimov, ki bi ga uspešno oksidirali naprej [19]. V primeru lakaze opazimo nasprotno, in 
sicer, da je ta sposobna oksidirati HMFCA, kar direktno preko FFCA v FDCA. Glede na 
to, da v reakcijski zmesi ni bilo zaznane FFCA, lahko sklepamo, da lakaza na molekuli 
HMFCA najprej oksidira alkoholno skupino v aldehidno, nato pa slednjo hitro pretvori 
še naprej v kislinsko. Po 72 urah reakcije je bilo v zmesi prisotnih 84,9 molarnih % 
začetnega HMF, 11,7 % ga je bilo pretvorjenega v HMFCA, 3,4 % pa do končnega 
produkta FDCA. Skupaj je lakaza oksidirala 15,1 % začetnega HMF, kar je največ izmed 
vseh testiranih encimov. Prav tako je izkazala sposobnost tristopenjske oksidacije HMF 




































Graf 6 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti lignin peroksidaze (LPO) na HMF. 
 
 
Graf 6: Časovna odvisnost aktivnosti LPO na HMF. LPO je v 72 urah pretvorila 14,0 % začetnega HMF in sicer 
13,7 % v HMFCA ter 0,3 % v FFCA. 
Prav tako kot pri lakazi tudi pri lignin peroksidazi (LPO) opazimo, da oksidacija HMF 
poteče do HMFCA. Za razliko od lakaze pa pri LPO opazimo, da slednja ni zmožna 
izvesti tri stopenjske oksidacije, temveč se reakcija ustavi pri drugi stopnji, torej pri 
nastanku FFCA (1. stopnja: HMF→HMFCA, 2. stopnja: HMFCA→FFCA). Po 72 urah 
je bilo v reakcijski mešanici prisotnega 86 % začetnega HMF, 13,7 % pa ga je bilo 





































4.1.2 Testiranje aktivnosti encimov na 2,5-diformilfuran (DFF) 
 
V sekciji 4.1.2 so predstavljeni rezultati testiranja katalitične aktivnosti encimov na 2,5-
diformilfuran (DFF), ki je obkrožen z rdečo obrobo na sliki 14.   
 
 
Slika 14: Položaj 2,5-diformilfuran (DFF) v tristopenjski oksidaciji HMF do FDCA. 
Graf 7 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti alkohol oksidaze (AO) na DFF. 
 
 
Graf 7: Časovna odvisnost aktivnosti AO na DFF. V reakcijski mešanici je bilo po 72 urah prisotnega 98 % 
začetnega DFF, 1,1 % ga je bilo pretvorjenega v FFCA in 0,9 % v HMF. 
Iz grafa 7 opazimo, da je bilo po prvih 24 urah 3,4 % DFF oksidiranega v FFCA. Vendar 
je AO v naslednjih 48 urah 2/3 nastale FFCA reducirala nazaj v DFF in še dlje v HMF. 
Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 98 % začetnega DFF, 1,1 % pa ga je 
oksidiranega v FFCA in 0,9 % reduciranega v HMF. V literaturi, kjer so uporabili sorodno 
aril-alkohol oksidazo (AAO), so opazili, da je bil izkoristek oksidacije DFF v FFCA 
skoraj 100 %. Ponovno lahko sklepamo, da so v primeru AO razlog za slabo oksidacijo 
DFF, velike aromatske stranske skupine v bližini aktivnega mesta. Slednje otežujejo 
dostop večjih substratov. DFF je dialdehid, na mestu 2 in 5 sta na furanov obroč vezani 
aldehidni skupini. Z 1H-NMR študijami so ugotovili, da sta aldehidni skupini v 
dinamičnem ravnotežju med dvema aldehidoma in enim aldehidom + gem-diolom, kot 
prikazuje slika 15. Gem-diol oblika je favorizirana, saj je stopnja hidratacije 53 %. 



































karbonilne skupine. Prav gem-diolna oblika aldehida pa je zelo ugoden substrat za aril-
alkohol oksidazo, zato so raziskovalci tudi opazili izjemno visok delež oksidacije DFF v 
FDCA [24], [48]. Kot rečeno v našem primeru smo uporabili alkohol oksidazo (AO) in 




Slika 15 Dinamično ravnotežje funkcionalnih skupin DFF med dvema aldehidnima  in eno aldehidno + gem-diolno 
obliko. Vir: [24] 
Graf 8 prikazuje časovni potek reakcije, ko smo galaktoza oksidazi (GO) dodali substrat 
DFF. 
 
Graf 8: Časovna odvisnost aktivnosti GO na DFF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 98.2 % 
začetnega DFF, 1  %  ga je bilo oksidiranega v FFCA, 0,8 % pa reduciranega v HMF. 
Iz grafa 8 opazimo, da je reakcija potekala izjemno podobno kot v primeru AO (graf 7). 
Najprej je GO oksidirala 2,4 % DFF v FFCA, nato pa je bila FFCA reducirana nazaj do 
DFF in še dlje do HMF. Tudi v literaturi so prišli do podobnega zaključka, in sicer, da 




































Iz grafa 9 je razviden časovni potek pretvorbe DFF kataliziran z lakazo. 
 
 
Graf 9: Časovna odvisnost aktivnosti lakaze na DFF. Slednja je v 72 urah reakacije oksidirala 1,7 % začetnega 
DFF v FFCA, 1 % pa ga je reducirala v HMF. 
Graf 9 prikazuje potek reakcije, ko je lakazi dodan DFF. Tudi v tem primeru je delež 
pretvorbe DFF zelo majhen. Za razliko od AO in GO opazimo, da odstotek FFCA v zmesi 
linearno raste (po 24h: 0,9 %, po 48h: 1,3 %, po 72h: 1,7 %), prav tako linearno raste 
delež HMF (po 24h: 0,5 %, po 48h: 0,9 %, po 72h: 1,0 %). Pri AO in GO opazimo najprej 
porast oksidacije v FFCA, nato pa dvostopenjsko redukcijo FFCA v DFF in še naprej do 
HMF. V primeru lakaze ni razvidno, da bi encim reduciral FFCA, temveč najverjetneje 
reducira le začetni DFF v HMF. 
 
Graf 10 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti hrenove peroksidaze (HRP) na DFF. 
 
Graf 10: Časovna odvisnost aktivnosti HRP na DFF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 96,3 % 




































































Izmed vseh testiranih encimov je HRP izkazala največjo zmožnost oksidacije DFF v 
FFCA. Po 72 urah reakcije je bilo 2,9 % DFF pretvorjenega v FFCA. 
 
Graf 11 prikazuje časovni potek reakcije pretvorbe DFF katalizirane s katalazo. 
 
Graf 11: Časovna odvisnost aktivnosti katalaze na DFF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 98,1  % 
začetnega DFF, 1  %  ga je bilo oksidiranega v FFCA in 0,2 % v FDCA ter 0,7 % reduciranega v HMF. 
Iz grafa 11 je razvidno, da katlaza ni izkazala učinkovitih zmožnosti pretvorbe DFF. V 
sledovih je nastala tudi FDCA, kar nakazuje, da je katalaza sposobna oksidirati DFF 
preko FFCA v FDCA. Po 72 urah reakcije smo v zmesi zaznali 98,1 % začetnega DFF, 
1,2 % oksidacijskih produktov (1 % FFCA in 0,2 % FDCA) ter 0,7 % HMF, ki je rezultat 
redukcije DFF.  
 
Iz grafa 12 je razviden časovni potek pretvorbe DFF kataliziran z lignin peroksidazo 
(LPO). 
 
Graf 12: Časovna odvisnost aktivnosti LPO na DFF. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotnega 97  % 




































































Lignin peroksidaza (LPO) je pretvorila 2,1 % DFF v FFCA, hkrati pa je katalizirala 
redukcijo 0,9 % DFF v HMF. 
 
4.1.3 Testiranje aktivnosti encimov na 5-hidroksimetil-2-furankarbokslino kislino 
(HMFCA) 
 
V sekciji 4.1.3 so predstavljeni rezultati testiranja katalitične aktivnosti encimov na 5-
hidroksimetil-2-furankarboksilno kislino, ki je obkrožena z rdečo obrobo na sliki 16.   
 
 
Slika 16: Položaj 5-hidroksimetil-2-furankarboksilne kisline v tristopenjski oksidaciji HMF do FDCA 
 
Graf 13 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti katalaze na HMFCA. 
 
 
Graf 13: Časovna odvisnost aktivnosti katalaze na HMFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 100 % 
začetne HMFCA, kar nakazuje, da katalaza ni katalitično aktivna na HMFCA. 
Iz grafa 13 je razvidno, da katalaza ne izkazuje katalitične aktivnosti na HMFCA. S 
pomočjo HPLC analize tekom reakcije nismo zaznali nastanka nobenega derivata 




































Graf 14 prikazuje časovni potek pretvorbe HMFCA, katalizirane z galaktoza oksidazo 
(GO). 
 
Graf 14: Časovna odvisnost aktivnosti GO na HMFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 97,8  % 
začetne HMFCA, 2,2 % pa jo je bilo pretvorjene v nadaljnje produkte oksidacije – 2,0 % v FFCA in 0,2 % v FDCA. 
Graf 14 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti GO na HMFCA. Po 72 urah je bilo v 
reakcijski mešanici še vedno prisotne 97,8 % začetne HMFCA.  2,2 molarna odstotka 
začetnega substrata je bilo pretvorjenega v produkte oksidacije, in sicer 2,0 % v FFCA in 
0, 2 % v FDCA. 
 
Graf 15 prikazuje potek pretvorbe HMFCA katalizirane s hrenovo peroksidazo (HRP). 
 
 
Graf 15: Časovna odvisnost aktivnosti HRP na HMFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 96,0 % 
začetne HMFCA, 4,0 % pa jo je bilo pretvorjene v produkte oksidacije – 0,1 % v FFCA in 3,9 % pa v FDCA. 
Iz grafa 15 sledi, da je oksidacija HMFCA, ki je katalizirana s HRP, počasen proces. 
Katalitična aktivnost encima na HMFCA smo prvič zaznali šele pri HPLC analizi 




































































HMFCA, 4,0 % pa jo je bilo pretvorjene v produkte oksidacije – 0,1 % v FFCA in 3,9 % 
v FDCA.  
 
Graf 16 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti lakaze na HMFCA. 
 
Graf 16: Časovna odvisnost aktivnosti lakaza na HMFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 96,3 % 
začetne HMFCA, 3,7 % pa jo je bilo pretvorjene direktno v FDCA. 
Iz grafa 16 je razvidno, da lakaza pretvarja HMFCA v procesu dvostopenjske oksidacije 
preko FFCA v FDCA. Delež oksidacije HMFCA v FDCA znaša 3,7 % kar je v primerjavi 
z ostalimi encimi solidno, absolutno gledano pa je izkoristek reakcije še vedno nizek. 
 
Graf 17 prikazuje časovni potek pretvorbe HMFCA, katalizirane z lignin peroksidazo 
(LPO). 
 
Graf 17: Časovna odvisnost aktivnosti LPO na HMFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 96,9 % 
začetne HMFCA, 3,1 % pa jo je bilo pretvorjene v FDCA. 
Tudi v primeru oksidacije HMFCA katalizirane z LPO opazimo, da je reakcija počasna. 




































































4.1.4 Testiranje aktivnosti encimov na 5-formil-2-furankarboksilno kislino (FFCA) 
 
V sekciji 4.1.4 so predstavljeni rezultati testiranja katalitične aktivnosti encimov na 2,5-
diformilfuran (DFF), obkrožen z rdečo obrobo na sliki 17.   
 
Slika 17: Položaj 5-formil-2-furankarboksilne kisline (FFCA) v tristopenjski oksidaciji HMF do FDCA. FFCA je 
zadnji intermediat na reakcijski poti pred končnim produktom oksidacije. 
 
Graf 18 prikazuje časovni potek pretvorbe FFCA, katalizirane z alkohol oksidazo. 
 
 
Graf 18: : Časovna odvisnost aktivnosti AO na FFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 98.7 % začetne 
FFCA, 1,3 % pa jo je bilo oksidirane v FDCA. 
Iz grafa 18 je razvidna šibka katalitična sposobnost AO pri pretvorbi FFCA v FDCA. Po 



































Graf 19 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti galaktoza oksidaze (GO) na FFCA. 
 
Graf 19: Časovna odvisnost aktivnosti GO na FFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 68.3 % začetne 
FFCA, 31  % jo je bilo oksidirane v FDCA. GO je v celotnem času reakcije reducirala le majhen delež FFCA – 
nastalo je 0,5 % HMFCA in 0,3 % HMF. 
Iz grafa 19 je razvidno, da je GO v 72 urah reakcije uspela oksidirati skoraj tretjino 
začetne FFCA (31 %), medtem ko sta v procesu redukcije nastala HMFCA in HMF le v 
sledovih (0,5 % in 0,3 %). Kljub temu, da sta HMFCA in HMF prisotna v izredno nizkih 
koncentracijah, je njun nastanek precej zanimiv, saj nakazuje, da GO oksidira substrate 
od HMF do FFCA po drugi poti, kot pa jih reducira. Iz grafov 3 in 8 je razvidno, da 
oksidacija HMF poteka preko DFF do FFCA – v nasprotju pa je mogoče na grafu 14 
opaziti, da redukcija FFCA poteka preko HMFCA do HMF. 
 
Graf 20 prikazuje časovni potek pretvorbe FFCA, katalizirane s hrenovo peroksidazo 
(HRP). 
 
Graf 20: Časovna odvisnost aktivnosti HRP na FFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne le 1,8  % 




































































Z grafa 20 je razvidno, da je HRP pretvorila skoraj vso FFCA. Po 72 urah je bilo v 
reakcijski zmesi prisotne 1,8 % začetne FFCA, 84,4 % jo je bilo oksidirane v FDCA, 13,8 
% pa reducirane v HMFCA. Opazimo lahko, da je reakcija potekala počasi, saj je bilo po 
24 urah v reakcijski zmesi še vedno prisotne 94,9 % začetne FFCA. Hrenova peroksidaza 
je v primerjavi z ostalimi encimi oksidirala največji delež FFCA. Zanimivo je dejstvo, da 
je HRP oksidirala tolikšen delež FFCA brez dodanega eksogenega H2O2, ki sicer služi 
kot ko-substrat. Isti fenomen so opazili tudi nekateri ostali raziskovalci, ki so predlagali 
oksidazi-podobno aktivnost na substrat FFCA [19]. 
 
Graf 21 prikazuje časovno odvisnost aktivnosti lakaze  na FFCA. 
 
Graf 21: Časovna odvisnost aktivnosti lakaze na FFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne 10,2  % 
začetne FFCA, 73,6  % jo je bilo oksidirane v FDCA, 16,2 % pa reducirane v HMFCA. 
Tudi v primeru pretvorbe FFCA katalizirane z lakazo opazimo, da je bila slednja precej 
učinkovita. Po 72 urah reakcije je bilo v zmesi prisotne 10,2 % začetne FFCA, medtem 






































Graf 22 prikazuje časovni potek pretvorbe FFCA, katalizirane z lignin peroksidazo 
(LPO). 
 
Graf 22: Časovna odvisnost aktivnosti LPO na FFCA. Po 72 urah je bilo v reakcijski zmesi prisotne le 2,7  % 
začetne FFCA, 80,0  % jo je bilo oksidirane v FDCA. V procesu redukcije je iz FFCA nastalo 14,1 % HMFCA in 3,1 
% DFF. 
Iz grafa 22 je razvidno, da je poleg lakaze in HRP tudi LPO zmožna oksidirati precejšen 
delež FFCA v FDCA. Po 72 urah je bilo namreč 80,0 % začetne FFCA oksidirane v 
FDCA, 14,1 % in 3,1 % pa reducirane v HMFCA in DFF. Tudi v primeru LPO je potrebno 
poudariti, da je encim oksidiral substrat brez dodanega eksogenega H2O2. Z grafov 15, 
16 in 17 je razvidno, da je pretvorba FFCA precej počasen proces, saj je bilo po 24 urah 




































4.1.5 Potencialna encimska kaskada 
 
Glede na izkazano katalitično aktivnost smo testirane encime uvrstili na najbolj ustrezna 
mesta v tristopenjski oksidaciji HMF do FDCA, ki je shematsko prikazana na sliki 18. 
Potrebno je poudariti, da so bile encimske aktivnosti, razen v primeru, ko je bil substrat 
FFCA, precej skromne. HMF sta dokaj učinkovito oksidirali lakaza, ki  je pretvorila 15,1 
molarnih % in lignin peroksidaza, ki je skupno pretvorila 14,0 % začetnega HMF. Obe 
sta oksidirali HMF v HMFCA, lakaza pa je 3,4 % HMF pretvorila do FDCA. HMF pa sta 
po drugi poti – preko DFF oksidirali tudi AO (11,8 %) in GO (5,1%). Pretvorba DFF se 
zdi najbolj težavna, saj so bile encimske aktivnosti v tem primeru najnižje. Še največ DFF 
sta uspeli oksidirati HRP (2,9 %) in LPO (2,1 %). Nizka katalitična aktivnost je bila 
opažena tudi v primeru HMFCA. Največ omenjenega substrata so uspele oksidirati HRP 
(4,0 %), lakaza (3,7 %) in LPO (3,1 %). Največjo aktivnost so encimi izkazali na zadnji 
intermediat oksidacijske poti, in sicer na FFCA. Lakaza je uspela oksidirati 73,6 % FFCA 
v FDCA, LPO 80,1 % in HRP 84,4 %. 
 
 
Slika 18: Shematski prikaz oksidacijske poti od HMF do FDCA z umeščenimi encimi, ki bi lahko glede na 
eksperimentalne podatke katalizirali posamezne korake tristopenjske oksidacije. 
 
Na podlagi HPLC analize negativnih kontrol smo zaznali, da pride tudi do spontane 
oksidacije substratov. 0,3 molarnih % HMF je bilo po 72 urah pretvorjenega v DFF, 1 % 
DFF je bilo oksidiranega v FFCA in 0,5 % reduciranega v HMF. V primeru FFCA je bilo 
0,5 % začetne koncentracije pretvorjene v FDCA. Stopnja spontane pretvorbe je sicer 
zelo nizka, pa vendar je to zgovoren podatek, saj nakazuje, da ponekod kjer smo zaznali 
zelo nizko encimsko pretvorbo določenega substrata, ta morda sploh ni bila posledica 
encimske aktivnosti, temveč spontane oksidacije. 
 
Predstavljena analiza encimske pretvorbe HMF in njegovih derivatov je bila prvi korak 
pri tvorbi encimske kaskade za oksidacijo HMF do FDCA. Namen je bil pridobiti grob 
vpogled v aktivnost encimov na posamezne substrate, v smislu kateri encim je zmožen 














4.2 Karakterizacija fizikalnih lastnosti kislinskih derivatov HMF 
 
4.2.1 Določitev gostote in izračun navideznih molskih volumnov 
 
V 50 mM natrij-fosfatnem pufru s pH 7 smo pripravili raztopine FDCA, FFCA in 
HMFCA v končni koncentraciji 40 mM. S pomočjo gostotomera z nihajočo U-cevjo smo 
izmerili njihovo gostoto pri 25, 35, 45 in 55 oC. Iz meritev na grafu 23 je razvidno, da 
gostota raztopin z naraščanjem temperature pada. S segrevanjem raztopin namreč 
dodajamo toploto v sistem, kar poveča kinetično energijo molekul. Slednje se hitreje 
gibljejo in se malce razmaknejo druga od druge, kar ima za posledico povečanje volumna. 
Večji volumen ob nespremenjeni masi raztopine rezultira v manjši gostoti. Prav tako 
lahko opazimo, da se posamezne gostote raztopin FDCA, FFCA in HMFCA le 
malenkostno razlikujejo od gostote pufra pri dani temperaturi. Nenavadno je opažanje, 
da pade gostota raztopine FFCA pri temperaturi nad 40 °C pod gostoto topila (Na-Pi 
pufra). Podobno se zgodi v raztopinah površinsko aktivnih snovi nad njihovo kritično 
micelno koncentracijo, ko se začnejo tvoriti micelni agregati s hidrofobno notranjostjo. 
Temperaturno območje meritev in napaka pri določitvi navideznega molskega volumna 
(glej spodaj) pa v našem primeru ne omogočata zanesljivih zaključkov. 
 
 
Graf 23: Gostota raztopin v odvisnost od temperature. Gostota vode, 50 mM Na-Pi pufra in 40 mM raztopin FDCA, 
FFCA ter HMFCA v pufru v temperaturnem intervalu od 25 do 55 oC. 
Iz izmerjenih gostot smo s pomočjo enačbe 2 izračunali navidezne molske volumne 
FDCA, FFCA  in HMFCA v temperaturnem intervalu od 25 do 45 oC. Izračunani molski 
























Graf 24: Navidezni molski volumni raztopin FDCA, FFCA in HMFCA v odvisnosti od temperature. Vse raztopine 
so bile  pripravljene v 50 mM Na-Pi pufru. Navidezni molski volumni so izračunani za temperaturni interval od 25 do 
45 oC, prav tako so na grafu prikazane pripadajoče napake izračunov. Za raztopini FDCA in HMFCA smo izračunali 
praktično enake navidezne molske volumne, zato rumena krivulja (HMFCA) ravno prekriva zeleno (FDCA). 
Navidezni molski volumni so pomemben indikator obnašanja delcev v raztopini. Če 
navidezni molski volumen ob segrevanju raztopine narašča, pomeni, da prihaja do 
odbojnih sil med delci v raztopini – in obratno, če le-ta pada, lahko sklepamo na privlačne 
sile med delci v raztopini. Iz izračunov predstavljenih na grafu 24 bi lahko na prvi pogled 
sklepali, da pride z naraščajočo temperaturo do povečanja navideznega molskega 
volumna raztopine FFCA. To bi pomenilo, da pride pri segrevanju raztopine FFCA do 
odbojnih sil med delci v raztopini ali pa do tvorbe kakšnih asociatov (glej zgoraj). Vendar 
je potrebno v obzir vzeti tudi napako pri izračunu navideznih molskih volumnov, ki pa je 
zaradi izjemno majhne razlike med gostoto pufra in gostoto raztopine, znatna. Napako 
smo izračunali s pomočjo enačbe 5. Navidezne molske volumne smo določali v zelo 
razredčenih raztopinah. Razlog za pripravo tako nizkih koncentracij je slaba topnost 
FDCA v Na-Pi pufru. Pri sobni temperaturi smo uspeli namreč pripraviti največ 40 mM 
raztopino FDCA v 50 mM Na-Pi pufru pri pH 7. Za zagotovitev enakih pogojev smo 
pripravili vse tri raztopine z enako koncentracijo. Posledično se izmerjene gostote 
raztopin v primerjavi s pufrom razlikujejo šele na tretji decimalki, kar grobo rečeno 
pomeni, da so bile gostote praktično enake (prikazano na grafu 23). Omenjene napake pri 
izračunih navideznih molskih volumnov so na grafu 24 prikazane z navpičnimi črtami, ki 
sekajo posamezne točke. Glede na podatke na grafu 24 ne moremo z gotovostjo trditi, da 
pri segrevanju raztopin pride do spremembe navideznega molskega volumna, saj je 





















4.2.2 Določitev viskoznosti 
 
Na grafu 25 so prikazani rezultati meritev viskoznosti 40 mM raztopin FDCA, FFCA in 
HMFCA v Na-Pi pufru. Viskoznost je bila izmerjena v temperaturnem intervalu od 25 do 
55 oC. V skladu s pričakovanji opazimo, da z naraščajočo temperaturo viskoznost raztopin 







kjer je T absoluta temperatura,  viskoznost tekočine, A in B pa sta za tekočino značilni 
pozitivni konstanti.  
 
Graf 25: Viskoznost v odvisnosti od temperature. Viskoznost 40 mM raztopin FDCA, FFCA in HMFCA v Na-Pi 
pufru. Viskoznost posameznih raztopin je bila izmerjena pri 25, 35, 45 in 55 oC. 
Vse preiskovane tekočine imajo približno enako viskoznost. Če bi kateri izmed 
topljencev tvoril dolge verige asociatov, bi se to lahko izražalo v povečani viskoznosti 
raztopine. Iz teh rezultatov na tvorbo asociatov ne moremo sklepati. Prvi razlog je, da bi 
lahko strižna obremenitev, ki so ji raztopine izpostavljene pri meritvi viskoznosti, vodila  
do razgradnje asociatov. Drugi razlog pa je, da so bile raztopine  zelo razredčene (40 mM 
koncentracija) in so se obnašale podobno kot pufer sam. Torej tudi, če bi se asociati 
tvorili, jih zelo verjetno ne bi mogli zaznati, saj bi se le-ti nahajali v premajhni 
























4.2.3 Potenciometrična titracija 
 
S potenciometrično titracijo smo določili natančno koncentracijo vodnih raztopin 
HMFCA, FFCA in FDCA. Zaradi težav z nizko topnostjo FDCA v vodi smo pripravili 
približno 10 mM raztopine vseh treh vzorcev. Vsak vzorec smo titrirali z NaOH znane 
koncentracije in določili ekvivalenten volumen, s pomočjo katerega smo nato izračunali 
natančno koncentracijo raztopine analita.  
 
Graf 26 prikazuje titracijsko krivuljo vodne raztopine HMFCA z 0,0964 M raztopino 
NaOH. Ekvivalentno točko smo dosegli pri pH 7,050 oz. po dodatku 1,4511 ml NaOH. 
Iz tega smo izračunali koncentracijo vodne raztopine HMFCA, ki je znašala 0,00971 
mol/l.   
 
Graf 26: Titracija vodne raztopine HMFCA z NaOH. Vodno raztopino HMFCA smo titrirali z 0,0964 M NaOH. 
Ekvivalentno točko smo dosegli pri pH 7,050 oz. po dodatku 1,4511 ml NaOH.  
 
pH vodne raztopine HMFCA, pred dodatkom prvega alikvota NaOH je znašal 2,64. S 







smo izračunali stopnjo disociacije , ki znaša 23,5 %. To pomeni, da je v vodni raztopini 
HMFCA 23,5 % vseh COOH skupin disociiralo na COO- in H+. Z drugimi besedami - 
skoraj vsaka četrta molekula HMFCA ima v vodni raztopini deprotonirano karboksilno 
skupino. 
 
Na grafu 27 je prikazana titracijska krivulja vodne raztopine FFCA. Ekvivalentno točko 
smo dosegli po dodatku 1,456 ml NaOH oz. pri pH 6,54. Koncentracija vodne raztopine 















Graf 27: Titracija vode raztopine FFCA z NaOH. Vodno raztopino FFCA smo titrirali z 0,0964 M NaOH. 
Ekvivalentno točko smo dosegli pri pH 6,543 oz. po dodatku 1,4563 ml NaOH. 
pH vodne raztopine pred začetkom titracije je znašal 2,35, iz česar smo izračunali stopnjo 
disociacije FFCA 44,9 % (enačba 45). V primerjavi s HMFCA je stopnja disociacije pri 
FFCA skoraj dvakrat višja. V vodni raztopini pri sobni temperaturi je tako skoraj vsaka 
druga molekula FFCA deporotonirana. 
 
Graf 28 prikazuje titracijsko krivuljo vodne raztopine FDCA. Ekvivalentno točko smo 
dosegli po dodatku 2,996 ml NaOH oz. pri pH 7,65. Koncentracija FDCA znaša 0,01003 
mol/l. pH vodne raztopine FDCA pred dodatkom prvega alikvota NaOH je bil 2,29.  
 
Graf 28: Titracija vodne raztopine FDCA z NaOH in povratna titracija s HCl. Vodno raztopino FDCA smo titrirali 
z 0,0964 M NaOH in nato povratno titrirali z 0,0997 M HCl. Ekvivalentno točko smo dosegli pri pH 7,65 oz. po dodatku 






























Stopnja disociacije FDCA je 25,6 %.  Pri tem pa je potrebno upoštevati, da ima molekula 
FDCA dve karboksilni skupini. Rezultat nakazuje, da je v vodni raztopini malce več kot 
polovica vseh molekul FDCA enkrat deprotoniranih.  
 
Kljub dejstvu, da je FDCA dikarboksilna kislina, pri titraciji z NaOH nismo opazili dveh 
prevojnih točk. Zato smo po končani titraciji raztopino FDCA še povratno titrirali z 
0,0997 M HCl. Tudi pri titraciji s HCl smo opazili le eno prevojno točko (oranžna krivulja 
na grafu 28). Prisotnost dveh morebitnih prevojnih točk smo preverili še računsko. 
Matematični pogoj za prevoj pravi, da mora biti drugi odvod funkcije v točki prevoja 




Graf 29: Drugi odvod pH v odvisnosti od dodanega volumna NaOH. Krivulja drugega odvoda pH v odvisnosti od 
dodanega volumna NaOH absciso seka le enkrat, kar potrjuje prisotnost le ene prevojne točke. 
Tudi s pomočjo grafa 29 identificiramo le eno prevojno točko pri titraciji vodne raztopine 
FDCA z NaOH. V primeru vodne raztopine FDCA v literaturi zasledimo, da pKa1 znaša 
2,33, medtem ko je  pKa2  3,47 [51]. Prav zaradi tako majhne razlike med obema pKa 
vrednostma na grafu 29 ne moremo zaznati dveh prevojev, temveč vidimo le enega. Za 
bolj natančno karakterizacijo problema bi morali uporabiti NMR ali katero izmed 
spektroskopskih metod določanja pKa. 
 
V tabeli 1 so zbrani rezultati potenciometrične titracije. 
 
Tabela 1: Rezultati potenciometrične titracije 
Topljenec HMFCA FFCA FDCA 
Koncentracija [mmol/l] 9,71 9,75 10,03 
pH vodne raztopine 2,64 2,35 2,29 

















Koncentracije raztopin, ki smo jih izračunali s pomočjo potenciometrične titracije, se 
dobro ujemajo s pričakovanimi rezultati, saj smo predhodno s tehtanjem želeli pripraviti 
10 mM raztopine preiskovanih spojin. Vseeno pa se lahko dejanske koncentracije 
malenkostno razlikujejo od izračunanih, saj je pri sami potenciometrični titraciji prisotnih 
kar nekaj dejavnikov, ki lahko vplivajo na točnost rezultatov. Prvi je pipetiranje – v 
titracijsko celico smo namreč prenesli 14,4 ml raztopine v treh alikvotih, in sicer po 4,8 
ml. Pipete so bile pred pričetkom dela na novo umerjene, vendar v kolikor je prisotna 
sistemska napaka, lahko to vpliva na izračunano koncentracijo analita. Drug dejavnik, ki 
bi lahko doprinesel k napaki, je raztopljen atmosferski CO2. Slednji se raztaplja v vodnih 
raztopinah, pri čemer se tvori šibka ogljikova kislina in vodne raztopine so zaradi tega 
nekoliko bolj kisle. V primeru titracij močne kisline z močno bazo CO2 nima velikega 
vpliva na rezultat, če pa določamo koncentracije šibkih kislin (kot smo jih v vašem 
primeru), so napake lahko znatne. Temu smo se izognili tako, da smo titracijsko celico 
med samo titracijo prepihovali z dušikom. Raztopine vzorcev smo titrirali z NaOH, ki je 
bil v posodi titratorja že dalj časa. Tudi NaOH lahko reagira s CO2 iz zraka pri čemer se 
tvori natrijev karbonat in koncentracija NaOH ni več enaka prvotni. Prav tako 
posameznih kislin pred tehtanjem nismo sušili (vse tri kisline se nahajajo v trdnem 
agregatnem stanju), kar pomeni, da so spojine morda vsebovale nekaj vode, ki smo jo 
zatehtali skupaj s kislino.  Ne glede na opisane potencialne napake, lahko rečemo, da so 
bile le-te precej majhne, saj izračunane vrednosti koncentracij ustrezajo pričakovanim. 
 
 
4.2.4 Določitev kislosti vodnih raztopin FDCA, HMFCA in FFCA 
 
Pri potenciometrični titraciji smo pred dodatkom prvega alikvota titranta izmerili pH 
vodnih raztopin preiskovanih spojin, ki si sledijo v naslednjem vrstnem redu: 
 
pH(FDCA) = 2,29 < pH(FFCA) = 2,35 < pH(HMFCA) = 2,64 
 
Kislost raztopin je posledica disociacije topljenca na anion in proton. Kvantitativno 
merilo kislosti raztopin je konstanta disociacije kisline Ka. V praksi se zelo pogosto 
uporablja njen negativni desetiški logaritem oz. pKa. Velja splošno pravilo, ki pravi, da 
nižja kot je vrednost pKa, močnejša je kislina. S pomočjo enačbe 39 in 40 smo izračunali 
eksperimentalne pKa vrednosti preiskovanih vodnih raztopin. Rezultati so predstavljeni v 
tabeli 2. 
 
*Opomba: V primeru vodne raztopine FDCA, smo izračunali stopnjo disociacije , ki je 
znašala 25,63 %. Glede na to, da je FDCA dikarboksilna kislina, smo sklepali, da pride 
do približno polovične deprotonacije karboksilne skupine, torej le ene na vsaki drugi 
molekuli FDCA. Zato smo tudi konstanto disociacije prvega protona izračunali na 
podlagi enačbe 
H2-FDCA + H2O ⇄ H-FDCA- + H3O+   , 
 58 
 
kjer H2-FDCA predstavlja popolnoma protonirano obliko, H-FDCA
- pa molekulo z eno 
deprotonirano karboksilno skupino.  
 
Tabela 2: Eksperimentalno določene in kvantnomehansko izračunanane pKa vrednosti ter podatki iz literature. V 
tabeli so zbrane vrednosti pKa, ki smo jih določili iz eksperimentalnih podatkov s pomočjo merjenja pH vodnih raztopin 
pri sobnem tlaku in temperaturi ter vrednosti pKa, ki smo jih izračunali s kvantnomehanskim pristopom.  Za primerjavo 
so zraven podane tudi pKa vrednosti, ki jih zasledimo v literaturi.  
Struktura 




2,27* 2,42 3,15 
Kvantnomehansko 
določen pKa 
5,15* 5,98 6,32 
pKa iz literature 2,33* [51] 2,57 [52] 3,11 [53] 
 
* Z zvezdico so označene pKa1 vrednosti 
 
V tabeli 2 so zbrane pKa vrednosti vodnih raztopin FDCA, FFCA in HMFCA, ki smo jih 
izračunali s pomočjo eksperimentalnih podatkov z merjenjem pH vodnih raztopin pri 
sobnem tlaku in temperaturi ter pKa vrednosti, izračunane teoretično s 
kvantnomehanskim pristopom. V zadnji vrstici so zbrani podatki o pKa vrednostih iz 
literature, ki služijo za primerjavo z izračunanimi vrednostmi.  
 
 
Eksperimentalna določitev pKa 
 
Opazimo, da se eksperimentalno določene vrednosti pKa precej dobro ujemajo s pKa, ki 
smo jih zasledili ob pregledu literature oz. na spletu. Eksperimentalne vrednosti temeljijo 
na merjenju pH in koncentraciji topljenca, določeni s potenciometrično titracijo. Sledijo 
si v naslednjem vrstnem redu: 
 
pKa1(FDCA) = 2,27 <  pKa(FFCA) = 2,42 < pKa(HMFCA) =3,15 
 
Možni razlogi za opaženo zaporedje kislosti bi lahko izhajali iz resonančnega efekta, ki 
je predstavljen v nadaljevanju poglavja. 
 
Deprotonirana oblika HMFCA ni resonančno stabilizirana, saj hidroksimetilna skupina 
vezana na mesto 5 ni sklopljena s furanovim obročem preko π-konjugiranih vezi. To se 
zdi verjeten razlog za višjo pKa vrednost od ostalih dveh preiskovanih molekul. Za 
FDCA HMFCA FFCA 
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deprotonirani molekuli FDCA in FFCA namreč lahko narišemo resonančne strukture. 
Struktura deprotonirane molekule HMFCA je prikazana na sliki 19. 
 
 
Slika 19: Struktura deprotonirane 5-hidroksimetiln-2-furankarboksilne kisline (HMFCA). 
Na sliki 20 so predstavljene resonančne strukture deprotonirane FFCA. 
 
 
Slika 20: Resonančne strukture deprotonirane FFCA. 
Strukture na sliki 20 prikazujejo resonančno stabilizacijo deprotonirane molekule FFCA. 
Zaradi resonančnega efekta bi pričakovali zmanjšano elektronsko gostoto na mestu 2, ki 
bi lahko imela ključen vpliv na olajšan odcep protona in posledično na večjo kislost 
FFCA. FFCA je na mestu 5 substituirana z aldehidno skupino, ki v sklopu resonančnega 
efekta pritegne elektrone iz furanovega obroča. Iz tega vidika bi pričakovali, da pride do 
zmanjšanja elektronske gostote na mestu 2 in do presežka elektronske gostote na kisiku 
aldehidne skupine, ki je vezana na mesto 5. Glede na teorijo bi pričakovali, da bo kisik, 
ki je sicer drugi najbolj elektronegativen element, doniral samski elektronski par v vez 
med mestoma 1 in 2. Potrebno je poudariti, da resonančne strukture služijo zgolj kot 
miselni eksperiment, resnično stanje pa je nekje vmes (superpozicija vseh treh struktur). 
 
Na sliki 21 so prikazane resonančne strukture deprotonirane FDCA. 
 
 
Slika 21: Resonančne strukture deprotonirane FDCA. 
Na sliki 21 lahko opazimo, da je tudi deprotonirana molekula FDCA resonančno 
stabilizirana (resonančnih struktur je zaradi simetrije dvakrat toliko, kot jih je 
predstavljenih na sliki 21). FDCA ima na mestu 5 vezano karboksilno funkcionalno 
skupino, ki doprinese k močnejšemu resonančnemu efektu kot aldehidna skupina v 
primeru FFCA. Zaradi tega razloga bi pričakovali, da bo elektronska gostota v primerjavi 
s FFCA na mestu 2 nižja, na kisiku karboksilne skupine vezane na mesto 5 pa večja. 
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Sklepamo torej, da ima največji vpliv na kislost preiskovanih spojin elektronska gostota 
na mestu 2. Na podlagi predstavljenih resonančnih struktur bi pričakovali, da si le-ta sledi 
v naslednjem vrstnem redu: FDCA < FFCA < HMFCA. Manjša elektronska gostota na 
mestu 2 bi lahko ključno vplivala na olajšan odcep protona in večjo kislost spojine. Naša 
razlaga je skladna z eksperimentalnimi podatki, saj si pH vrednosti preiskovanih raztopin 
sledijo: FDCA (pH=2,29) < FFCA (pH=2,35) < HMFCA (pH=2,64). Da bi preverili, 
kakšno je dejansko stanje, smo elektronsko gostoto protoniranih in deprotoniranih 
molekul FDCA, FFCA in HMFCA tudi izračunali s kvantnomehanskim pristopom. S 
pomočjo elektronskih gostot smo določili Gibbsovo prosto energijo za posamezne zvrsti 
in iz tega še na teoretičen način izračunali pKa vrednosti.  
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Kvantnomehanski izračun elektronske gostote in teoretična določitev pKa 
 
Na sliki 22 so prikazani rezultati izračuna elektronske gostote v obliki parcialnih nabojev 
posameznih atomov. Parcialni naboji so bili določeni za vse atome v protonirani in 
deprotonirani obliki molekul FDCA, FFCA in HMFCA. Glede elektronske gostote velja 
splošno pravilo - bolj kot je parcialni naboj negativen, večja elektronska gostota je zbrana 
okrog določenega atoma in obratno, bolj kot je parcialni naboj pozitiven, manjša je 
elektronska gostota.  
 
Slika 22: Prikaz parcialnih nabojev na posameznih atomih v protonirani in deprotonirani obliki molekule FFCA, 
FDCA in HMFCA. Stolpec a) prikazuje rezultate izračunov elektronske gostote protoniranih oblik in stolpec b) 
deprotoniranih oblik molekul. Glede elektronske gostote velja splošno pravilo, da bolj kot je parcialni naboj negativen, 
večja elektronska gostota je zbrana okrog določenega atoma in obratno, bolj kot je parcialni naboj pozitiven, manjša 
je elektronska gostota.  
S slike 22 lahko opazimo, da pride do bistvenih sprememb med protonirano in 
deprotonirano obliko le na mestih 2 in 3 v furanovem obroču. Zanimivo, naš glavni razlog 
za napoved kislosti je bil resonančni efekt, na katerega pa iz izračunov elektronske gostote 
ne moremo več sklepati. Če bi prišlo do neke vrste resonančne stabilizacije, bi se pri 
FDCA in FFCA na karbonilnem kisiku skupine, ki je vezana na mesto 5, elektronska 
gostota morala povečati. Prav tako opazimo, da elektronska gostota na mestu 2 narašča v 
sledečem vrstnem redu: FFCA < FDCA < HMFCA. Na podlagi teorije iz organske kemije 







Protonirana oblika Deprotonirana oblika
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elektronsko gostoto od FFCA. To je še en razlog, ki ne nakazuje na prisotnost 
resonančnega efekta. 
 
Prav tako se je na podlagi resonančnih struktur zdelo verjetno, da bo kisik na mestu 1 v 
primeru deportonirane FDCA in FFCA, doniral svoj samski elektronski par v furanov 
obroč med mestoma 1 in 2. Iz izračunov opazimo, da kisik namesto elektron donorskih 
izkazuje elektron akceptorske lastnosti, saj je parcialni naboj v primeru deprotoniranih 
molekul bolj negativen. 
 
Iz izračunane elektronske gostote smo določili  pKa za vse tri preiskovane molekule na 
način, kot je opisan v poglavju Metode in materiali. Vrednosti pKa, določene s 
kvantnomehanskim pristopom, so bile sledeče: 
 
pKa(FDCA) = 5,15 < pKa(FFCA) = 5,98 < pKa(HMFCA) = 6,14 
 
Iz rezultatov, zbranih v tabeli 2 na strani 58, opazimo, da so vrednosti pKa, določene s  
kvantnomehanskim pristopom, sicer višje od dejanskih, vendar si sledijo v enakem 
vrstnem redu kot eksperimentalno določene. Točne kvantnomehanske izračune za 
absolutne vrednosti pKa  je težko doseči, saj se že relativno majhna napaka (neustrezno 
izbran gostotni funkcional, bazni set, solvatacijska metoda, itd.) pri izračunu elektronske 
gostote odrazi v spremenjeni tvorbeni  Gibbsovi energiji molekule. Iz tvorbenih Gibsovih 
energij je nato izračunana sprememba Gibbsove proste energije reakcije. Napaka reda 
velikosti 5,69 kJ/mol pri izračunu slednje pomeni napako 1 enote pKa vrednosti. V tabeli 
3 so zbrane spremembe Gibbsove proste energije za reakcijo deprotonacije preiskovanih 
spojin v vodi pri temperaturi 298,15 K in tlaku 1 atm. 
 
Tabela 3: Vrednosti  Gibbsovih prostih energij za posamezne zvrsti (stolpci 2-4) in spremembe Gibbsove proste 
energije za reakcijo disociacije protona (stolpca 5 in 6). Vrednosti so bile izračunane za preiskovane zvrsti v vodnem 
mediju pri temperaturi 298,15 K in tlaku 1 atm. Vse vrednosti so podane v enotah Hartree / delec, razen v stolpcu 6, 
kjer so vrednosti podane v kJ/mol. 
Spojina 𝐺𝑎𝑞(𝐻𝐴) 𝐺𝑎𝑞
∗ (𝐴−) 𝐺𝑎𝑞(𝐻
+) ∆𝐺𝑎𝑞  ∆𝐺𝑎𝑞  [kJ/mol] 
FDCA -607,15108 -606,70613 -0,433757 0,011197 29,398 
FFCA -531,89979 -531,45305 -0,433757 0,012987 34,097 
HMFCA -533,09020 -532,64271 -0,433757 0,013731 36,051 
 
Na podlagi rezultatov v tabeli 3 lahko sklepamo, da do največje interne stabilizacije 
deprotonirane molekule pride pri FDCA, saj je ∆𝐺𝑎𝑞 najnižja. Posledično to pomeni, da 
se v tem primeru proton najlažje odcepi. Malo večjo 𝐺𝑎𝑞 opazimo pri FFCA, še malenkost 
večjo pa pri HMFCA. Neposredno zvezo med pKa in ∆𝐺𝑎𝑞 podaja enačba 41. Trend 
kvantomehanskih izračunov pKa se dobro ujema z eksperimentalnimi podatki in podatki 
iz literature (tabela 2), saj smo izračunali, da ima izmed vseh treh preiskovanih kislin 




Asociacijo med molekulami topljenca smo preučevali s pomočjo merjenja znižanja 
temperature zmrzišča. Temperatura zmrzišča raztopine je nižja od temperature zmrzišča 
čistega topila. To razliko oz. spremembo označujemo z ∆𝑇. V razredčenih raztopinah je 
slednja odvisna le od števila delcev topljenca v raztopini in ne od njihove narave. Velja, 
da več delcev kot je v raztopini, večja je ∆𝑇 in obratno, manj delcev kot je v raztopini, 
manjša je ∆𝑇. V našem primeru smo imeli opravka s šibkimi elektroliti, ki ne disociirajo 
popolno. Disociacija protona je dejavnik, ki povečuje število delcev v raztopini in s tem 
∆𝑇. V namenu dela smo predpostavili, da molekule FDCA pa tudi FFCA in HMFCA 
tvorijo asociate. Asociacija delcev pa po drugi strani znižuje število delcev topljenca v 
raztopini, kar se mora odraziti v manjši vrednosti ∆𝑇. Asociacija je posledica 
medmolekulskih interakcij med delci topljenca. Da bi ocenili delež asociiranih molekul, 
smo vpeljali osmozni koeficient, ki je definiran z enačbo 20 (poglavje Materiali in 
metode). Osmozni koeficient  podaja razmerje med eksperimentalno določeno ∆𝑇𝑒𝑥𝑝 in 
spremembo temperature tališča, ki bi jo opazili, če bi se raztopina obnašala idealno, ∆𝑇𝑖𝑑. 
Za idealne raztopine velja, da so razredčene in da so medmolekulske interakcije med delci 
zanemarljivo majhne. Poenostavljeno, v našem primeru za idealno raztopino velja, da 
topljenec disociira skladno s stopnjo disociacije 𝛼, hkrati pa velja, da delci topljenca med 
seboj ne asociirajo (enačba 18). Glede na definicijo  = ∆𝑇𝑒𝑥𝑝/∆𝑇𝑖𝑑  velja: če je  = 1, se 
raztopina obnaša idealno, če pa je  < 1, lahko sklepamo na asociacijo med molekulami 
topljenca.  smo določili za razredčene vodne raztopine FDCA, FFCA in HMFCA. 
Rezultati so zbrani v tabeli 4. 
 
Tabela 4: Zbrani rezultati meritev koligativnih lastnosti vodnih raztopin FDCA, HMFCA in FFCA 
Struktura 




























70 52 35 49 37 25 28 21 14 
 
*izračun glede na uporabljen model (poglavje 3.2.5.) 
 
FDCA FFCA HMFCA 
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Opazimo, da   v primeru vodne raztopine FDCA znaša 0,652 pri 
FFCA 0,753 in pri HMFCA 0,859. Vrednosti nižje od 1 nakazujejo, 
da je število delcev manjše, kot bi pričakovali v idealnem primeru, 
ko ni asociacije med molekulami. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, 
da so vse kisline v vodnih raztopinah delno asociirane. Najbolj 
obsežna je asociacija med molekulami FDCA, nekoliko manj med 
molekulami FFCA in najmanj med  HMFCA. V literaturi 
zasledimo, da lahko molekule FDCA med seboj interagirajo preko 
π-π interakcij, ki so posledica aromatičnosti furanovega obroča. 
Nalaganje molekul FDCA preko π-π interakcij je prikazano na sliki 
23. Tudi FFCA in HMFCA vsebujeta furanov obroč, zato so 
najverjetneje aromatske interakcije prisotne tudi pri teh dveh 
molekulah. S pomočjo preprostega modela, ki sloni na izračunih 
  , smo določili delež dimerov, trimerov in n-merov v pripadajočih 
vodnih raztopinah. V modelu predpostavljamo, da se vse asociirane molekule nahajajo v 
ravnotežnem stanju med monomerno in dimerno obliko (enačba 26) ali med monomerno 
in trimerno obliko (enačba 31) ali pa med monomerno in n-merno obliko (enačba 36). Na 
podlagi predpostavljenega modela ugotovimo, da je  70 % molekul FDCA v vodni 
raztopini asociiranih v dimere, če je to edina asociirana oblika v raztopini. Če 
predpostavimo ravnotežje med monomerno in trimerno obliko, je delež asociacije 52 % 
in če predpostavimo ravnotežje med monomeri in n-meri, je ta delež 35 %. Asociacija 
molekul, FDCA v n-mere je zelo verjetna, saj ima FDCA zelo ugodno strukturo za 
podaljševanje iz dimer v trimere  in nadalje v n-mere preko 6 členskih obročnih struktur, 
ki se tvorijo preko vodikovih vezi med karboksilnimi skupinami, kot je to prikazano na 






Slika 24: Predlagano povezovanje molekul FDCA preko vodikovih vezi. Vir: lastno delo 
HMFCA in FFCA imata poleg karboksilne še hidroksimetilno in aldehidno funkcionalno 
skupino, ki prav tako lahko sodelujejo pri povezovanju preko vodikovih vezi. Tvorba n-
merov se zdi manj verjetna, saj geometrija ne deluje tako ugodna kot v primeru FDCA. 
Zaradi tega razloga bi pričakovali, da molekule HMFCA in FFCA tvorijo dimere ali k 
večjemu trimere. Dodatna težava se pojavi pri HMFCA, saj ta molekula za razliko od 
FDCA in FFCA ni planarna. HMFCA ima na mestu 5 namreč vezano hidroksimetilno 
skupino. Ogljik v tej skupini pa je sp3 hibridiziran, medtem, ko so vsi ogljikovi atomi v 
Slika 23: Prikaz aromatskih 
interakcij med furanovimi 
obroči na primeru FDCA. 
Prirejeno po: [54] 
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molekulah FDCA in FFCA sp2 hibridizirani. Iz tega bi lahko sklepali, da molekule FFCA 
lažje asociirajo preko π-π nalaganja predstavljenega na sliki 23, kot pa denimo molekule 
HMFCA. Na podlagi tega bi pričakovali, da so molekule FFCA nekoliko bolj podvržene 
tvorbi asociatov kot HMFCA. To je tudi skladno z rezultati predstavljenimi v tabeli 3.  
 
Glede na meritve lahko torej sklepamo, da se najobsežnejše medmolekulske interakcije 
pojavijo v primeru FDCA, kjer predpostavljamo tvorbo dolgih n-merov. V nasprotju bi 
glede na strukturo molekul FFCA in HMFCA pričakovali tvorbo krajših asociatov, tj. 
dimerov oz. trimerov. V primerjavi s FDCA je delež asociacije med molekulami FFCA 
nekoliko nižji, še nižji pa v primeru HMFCA. Za vse tri preiskovane spojine 










V magistrskem delu smo tristopenjsko oksidacijo HMF do FDCA razdelili na posamezne 
intermediate in testirati katalitično aktivnost šestih komercialno dostopnih encimov: 
alkohol oksidaza iz P. pastoris (AO), galaktoza oksidaza iz D. dendroides (GO), katalaza 
iz A. niger, lakaza iz T. versicolor, lignin peroksidaza (LPO) in hrenova peroksidaza 
(HRP). Aktivnost encimov smo testirali na vse intermediate v omenjeni oksidacijski poti, 
in sicer na: 5-hidroksimetilfurfural (HMF), 2,5-difromilfurfural (DFF), 5-hidroksimetil-
2-furankarboksilna kislina (HMFCA) in 5-formil-2-furankarboksilna kislina (FFCA).  
 
V literaturi je bilo do sedaj opisanih dokaj malo encimov, ki so zmožni katalizirati 
katerega izmed treh korakov oksidacija HMF v FDCA. Hkrati pogosto zasledimo, da so 
raziskovalci preučevane encime pripravili sami s pomočjo ustreznih tehnologij 
molekularne biologije. V našem primeru smo izbrali šest zgoraj naštetih encimov, ki so 
tistim iz literature najbolj sorodni, hkrati pa so komercialno dostopni. Glede na to, da so 
ostali raziskovalci, encime skrbno načrtovali, pogosto uvedli določene mutacije, ki bodisi 
povečajo stabilnost encima, bodisi izboljšajo njegovo aktivnost, smo v našem primeru 
pričakovali skromnejše izkoristke preučevanih reakcij. Katalitične aktivnosti so bile 
skladno s pričakovanji nizke, z izjemo, ko je bil substrat 5-formil-2-furankarboksilna 
kislina (FFCA), ki je bila v nekaterih primerih pretvorjena v FDCA z izkoristki večjimi 
od 80 %. 
 
Čeprav ima vsak encim svoj optimum delovanja, smo vseh šest encimov preučevali v 
enakih suboptimalnih pogojih - torej v enakem pufru, pri enaki koncentraciji substrata, 
pri enaki temperaturi, itd. Pogoji so bili izbrani glede na podatke dostopne v literaturi, 
kjer so ostali raziskovalci predhodno preučevali zelo podobne reakcije. Uniformni pogoji 
so bili izbrani z namenom, da bodo raziskovalci Odseka za katalizo in reakcijsko 
inženirstvo na Kemijskem Inštitutu v nadaljevanju sklopili najbolj obetavne encime v 
encimsko kaskado, ki bo zmožna pretvoriti HMF preko tristopenjske oksidacije v FDCA.  
 
V nadaljnjem delu, ki sem ga opravil na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo smo 
se osredotočili na fizikalne lastnosti raztopin kislinskih derivatov HMF. Preučevane 
spojine so bile: 5-hidroksimetil-2-furankarboksilna kislina (HMFCA) 5-formil-2-
furankarboksilna kislina (FFCA) in 2,5-furandikarboksilna kislina (FDCA).  
 
Glede na geometrijo molekule FDCA, njeno nizko molsko maso (M=156,09 g/mol), a 
hkrati nenavadno visoko temperaturo tališča (342 oC) in izjemno nizko topnost v vodi 
(0,001 g/g pri sobnih pogojih), smo predpostavili, da slednja v vodnih raztopinah tvori 
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asociate. Za primerjavo smo hkrati analizirali še raztopini FFCA in HMFCA, ki imata 
podobno strukturo kot FDCA. 
 
S pomočjo merjenja temperature zmrzišča vodnih raztopin, smo ugotovili, da se v skladu 
s pričakovanji najbolj obsežne medmolekulske interakcije pojavijo v primeru FDCA. 
Rezultati kažejo, da naj bi bilo kar 35 % vseh molekul asociiranih v dolge n-mere. Glede 
na strukturo sklepamo, da se molekule med seboj povezujejo preko vodikovih vezi, hkrati 
pa lahko interagirajo tudi preko π-π aromatskih interakcij. Delež asociiranih molekul je v 
primeru FFCA nekoliko nižji, še nižji pa je v primeru HMFCA. Prav tako sklepamo, da 
naj bi bili asociati manjši – precej verjetna je tvorba dimerov oz. kvečjemu trimerov.  
 
Vodnim raztopinam FDCA, HMFCA in FFCA smo določili tudi pKa, kjer najnižji pripada 
FDCA, najvišji pa HMFCA. pKa vrednosti smo določili na dva načina, in sicer 
eksperimentalno preko merjenja pH in teoretično na podlagi izračunane elektronske 
gostote. Slednjo smo določili s kvantnomehanskim pristopom, kjer smo izračunali tudi 
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